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©  Cloning  vectors. 

The  present  invention  discloses  multi-functional  recom- 
binant  DNA  cloning  vectors  comprising 
a)  two  or  more  functionally  different  origins  of  replication 

that  are  indpendently  selected  from  the  group  consisting 
of  any  origin  of  replication  that  is  functional  in  Strep- 
tomyces,  any  origin  of  replication  that  is  functional  in 
Bacillus,  and  any  origin  of  replication  that  is  functional  in 
E.  coli,  and 

b)  one  or  more  DNA  segments  that  confer  resistance  to  at 
least  one  antibiotic  when  transformed  into  a  sensitive 
host  cell  in  which  an  origin  of  replication  comprising 
said  vector  is  functional,  said  host  cells  being  suscepti- 
ble  to  transformation,  cell  division,  and  culture, 

subject  to  the  limitation  that  when.  said  vector  is  limited  to 
two  functionally  different  origins  of  replication,  neither  of  the 
origins  of  replication  is  functional  in  E.  coli. 



The  p r e s e n t   i n v e n t i o n   r e l a t e s   to   n o v e l  

m u l t i f u n c t i o n a l   r e c o m b i n a n t   DNA  c l o n i n g   v e c t o r s   c o m -  

p r i s i n g   a  f u n c t i o n a l   S t r e p t o m y c e s   o r i g i n   of   r e p l i -  

c a t i o n ,   a  f u n c t i o n a l   B a c i l l u s   o r i g i n   of   r e p l i c a t i o n ,   a  

f u n c t i o n a l   E.  c o l i   o r i g i n   o f   r e p l i c a t i o n ,   and  one  o r  

more   DNA  s e g m e n t s   t h a t   c o n f e r   r e s i s t a n c e   to   a n t i b i o t i c s .  

The  i n v e n t i o n   f u r t h e r   r e l a t e s   to   t r a n s f o r m a n t s   of  t h e  

a f o r e m e n t i o n e d   v e c t o r s .  

H e r e t o f o r e ,   t h e   d e v e l o p m e n t   and  e x p l o i t a t i o n  

of   r e c o m b i n a n t   DNA  t e c h n o l o g y   in   S t r e p t o m y c e s ,   B a c i l l u s ,  

and   E.  c o l i   has   b e e n   r e t a r d e d   and  made  e s p e c i a l l y  

d i f f i c u l t   in   p a r t   b e c a u s e   of   t h e   g e n e r a l   l a c k   o f  

s e l e c t a b l e   m u l t i f u n c t i o n a l   c l o n i n g   v e c t o r s .   The  v e c t o r s  

to   w h i c h   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n   r e l a t e s   a r e   f u n c t i o n a l  

and  s e l e c t a b l e   in   S t r e p t o m y c e s ,   B a c i l l u s ,   and  E.  c o l i  

and  t h e r e f o r e   r e p r e s e n t   a  s i g n i f i c a n t   a d v a n c e   in   t h e  

t e c h n i c a l   a r t .  

The  v e c t o r s   to   w h i c h   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n  

r e l a t e s   a r e   p a r t i c u l a r l y   u s e f u l   b e c a u s e   t h e y   a r e   s m a l l ,  

v e r s a t i l e ,   and  c an   be  t r a n s f o r m e d   and  s e l e c t e d   i n  

S t r e p t o m y c e s ,   B a c i l l u s ,   o r   E.  c o l i   c e l l s   t h a t   a r e  

s e n s i t i v e   to   an  a n t i b i o t i c   f o r   w h i c h   r e s i s t a n c e   i s  

- c o n f e r r e d .   S i n c e   o v e r   h a l f   of   t h e   c l i n i c a l l y   i m p o r t a n t  

a n t i b i o t i c s   a r e   p r o d u c e d   by  S t r e p t o m y c e s   s t r a i n s ,   i t   i s  

d e s i r a b l e   to   d e v e l o p   c l o n i n g   s y s t e m s   and  v e c t o r s   t h a t  

a r e   a p p l i c a b l e   to   t h a t   i n d u s t r i a l l y   i m p o r t a n t   g r o u p .  

M o r e o v e r ,   s i n c e   t h e   v e c t o r s   a r e   a l s o   f u n c t i o n a l   i n  

B a c i l l u s   a n d  E   c o l i ,   t h e   i n t e r g e n e r i c   t r a n s f e r   a n d  

e x p r e s s i o n   of  g e n e t i c   m a t e r i a l   i s   f a c i l i t a t e d .   In  t h i s  

c o n t e x t ,   t h e   v e c t o r s   p r o v i d e   f o r   f l e x i b i l i t y   in   t h e  



s e l e c t i o n   o f . h o s t   c e l l s   f o r   t h e   p r o d u c t i o n   o f   p r o d u c t s  

by  r e c o m b i n a n t   DNA  t e c h n i q u e s .   T h i s   i s   c r i t i c a l l y  

i m p o r t a n t   b e c a u s e   g e n e t i c   e x p r e s s i o n   o f   v e c t o r   b o r n e  

g e n e s   i s   l i m i t e d   and   i n f l u e n c e d   by  t h e   c e l l u l a r   g e n e t i c  

b a c k g r o u n d   i n t o   w h i c h   t h e   g e n e s   a r e   t r a n s f o r m e d .   T h e s e  

h o s t   c e l l   d i f f e r e n c e s   a r e   e x p l o i t e d   by  p r o v i d i n g   v e c t o r s  

t h a t   c an   be  u s e d   i n t e r g e n e r i c a l l y .   T h u s ,   t h e   v e c t o r s  

c a n   be  u s e d   t o   c l o n e   g e n e s   f o r   i n c r e a s i n g   t h e   y i e l d s   o f  

known  a n t i b i o t i c s   as   w e l l   as  f o r   p r o d u c i n g   new  a n t i -  

b i o t i c s   and   a n t i b i o t i c   d e r i v a t i v e s   in   a  v a r i e t y   of   h o s t  

c e l l s   i n c l u d i n g   e s p e c i a l l y   e i t h e r   o r   b o t h   of   S t r e p t o -  

m y c e s   and  B a c i l l u s .  

The  m u l t i f u n c t i o n a l   r e c o m b i n a n t   DNA  c l o n i n g  

v e c t o r s - t o   w h i c h   t h i s   i n v e n t i o n   r e l a t e s   can   n o t   o n l y  

be  c l o n e d   i n t o   S t r e p t o m y c e s ,   B a c i l l u s ,   and   E.  c o l i   h o s t  

c e l l s ,   b u t   a l s o   a l l o w   f o r   t h e   c o n v e n i e n t   s e l e c t i o n   o f  

t r a n s f o r m a n t s .   S i n c e   t r a n s f o r m a t i o n   i s   a  v e r y   l o w  

f r e q u e n c y   e v e n t ,   s u c h   a  f u n c t i o n a l   t e s t   i s   a  p r a c t i c a l  

n e c e s s i t y   f o r   d e t e r m i n i n g   w h i c h   c e l l ( s ) ,   o f   among  t h e  

m i l l i o n s   of   c e l l s ,   h a s   a c q u i r e d   t h e   p l a s m i d   DNA.  T h i s  

i s   i m p o r t a n t   b e c a u s e   DNA  s e q u e n c e s   t h a t   a r e   n o n -  

s e l e c t a b l e   c a n   be  i n s e r t e d   o n t o   t h e   v e c t o r s   a n d ,   u p o n  

t r a n s f o r m a t i o n   i n t o   a  h o s t ,   c e l l s   c o n t a i n i n g   t h e   v e c t o r  

a n d   t h e   p a r t i c u l a r   DNA  s e q u e n c e   o f   i n t e r e s t   c an   b e  

i s o l a t e d   by  a p p r o p r i a t e   a n t i b i o t i c   s e l e c t i o n .  

F o r   p u r p o s e s   of   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n   a s  

d i s c l o s e d   and  c l a i m e d   h e r e i n ,   t h e   f o l l o w i n g   t e r m s   a r e  

as  d e f i n e d   b e l o w .  

R e c o m b i n a n t   DNA  C l o n i n g   V e c t o r  -   any  a u t o n o -  

m o u s l y   r e p l i c a t i n g   a g e n t ,   i n c l u d i n g   b u t   n o t   l i m i t e d  

to   p l a s m i d s ,   c o m p r i s i n g   a  DNA  m o l e c u l e   to   w h i c h   one   o r  

more   a d d i t i o n a l   DNA  s e g m e n t s   c an   or   h a v e   b e e n   a d d e d .  



T r a n s f o r m a t i o n  -   t h e   i n t r o d u c t i o n   o f   DNA  i n t o  

a  r e c i p i e n t   h o s t   c e l l   t h a t   c h a n g e s   t h e   g e n o t y p e   a n d  

c o n s e q u e n t l y   r e s u l t s   in   a  s t a b l e   and   h e r i t a b l e   c h a n g e  

in   t h e   r e c i p i e n t   c e l l .  

T r a n s f o r m a n t  -   a  r e c i p i e n t   h o s t   c e l l   t h a t   h a s  

u n d e r g o n e   t r a n s f o r m a t i o n .  

M u l t i f u n c t i o n a l  -   d e n o t e s   i n t e r g e n e r i c  

f u n c t i o n a l i t y .  

S e n s i t i v e   H o s t   C e l l  -   a  h o s t   c e l l   t h a t   c a n n o t  

g row   in   t h e   p r e s e n c e   of   a  g i v e n   a n t i b i o t i c   w i t h o u t   a  

DNA  s e g m e n t   t h a t   c o n f e r s   r e s i s t a n c e   t h e r e t o .  

R e s t r i c t i o n   F r a g m e n t  -   any   l i n e a r   p o r t i o n   o r  

w h o l e   o f   a  p l a s m i d   g e n e r a t e d   by  t h e   a c t i o n   of   one   o r  

more   r e s t r i c t i o n   e n z y m e s   on  t h e   p l a s m i d .  

I n s e r t i o n a l   I s o m e r  -   one   of   t h e   two  o r   m o r e  

p o s s i b l e   r e c o m b i n a n t   DNA  m o l e c u l e s   f o r m e d   when  a  DNA 

f r a g m e n t   i s   i n s e r t e d   a t   one   of   two  or   m o r e   c o m p a t i b l e  

s i t e s   on  t h e   r e c i p i e n t   DNA. 

P l a s m i d   pLR2  1 . 6   kb  BamHI  R e s t r i c t i o n   F r a g -  

m e n t  -   t h e   same  1 . 6   kb  BamHI  t h i o s t r e p t o n   r e s i s t a n c e  

c o n f e r r i n g   f r a g m e n t   c o n t a i n e d   in   p l a s m i d   p I J 6 .  

P l a s m i d   pLRl   3 .4   kb  BamHI  R e s t r i c t i o n   F r a g -  

m e n t  -   t h e   same  3 .4   kb  BamHI  n e o m y c i n   r e s i s t a n c e   c o n -  

f e r r i n g   f r a g m e n t   c o n t a i n e d   in   p l a s m i d   p I J 2 .  
A m p R  -  t h e   a m p i c i l l i n   r e s i s t a n t   p h e n o t y p e .  
T e t S  -  t h e   t e t r a c y c l i n e   s e n s i t i v e   p h e n o t y p e .  
T h i o R  -  t h e   t h i o s t r e p t o n   r e s i s t a n t   p h e n o t y p e .  
N e o R  -  t h e   n e o m y c i n   r e s i s t a n t   p h e n o t y p e .  
C m R  -   t h e   c h l o r a m p h e n i c o l   r e s i s t a n t   p h e n o t y p e .  
K n R  -   t h e   k a n a m y c i n   r e s i s t a n t   p h e n o t y p e .  



The  p r e s e n t   i n v e n t i o n   s p e c i f i c a l l y   r e l a t e s  

to   m u l t i f u n c t i o n a l   r e c o m b i n a n t   DNA  c l o n i n g   v e c t o r s  

c o m p r i s i n g :  

a)  two  o r   m o r e   f u n c t i o n a l l y   d i f f e r e n t   o r i g i n s  

of   r e p l i c a t i o n   t h a t   a r e   i n d e p e n d e n t l y   s e -  

l e c t e d   f r o m   t h e   g r o u p   c o n s i s t i n g   of  any  o r i g i n  

of   r e p l i c a t i o n   t h a t   i s   f u n c t i o n a l   in   S t r e p t o -  

m y c e s ,   a n y   o r i g i n   o f   r e p l i c a t i o n   t h a t   i s  

f u n c t i o n a l   in   B a c i l l u s ,   and   any  o r i g i n   o f  

r e p l i c a t i o n   t h a t   i s   f u n c t i o n a l   in  E.  c o l i ,  

a n d  

b)  one   o r   m o r e   DNA  s e g m e n t s   t h a t   c o n f e r   r e s i s -  

t a n c e   t o   a t   l e a s t   one   a n t i b i o t i c   when  t r a n s -  

f o r m e d   i n t o   a  s e n s i t i v e   h o s t   c e l l   in   w h i c h   a n  

o r i g i n   of   r e p l i c a t i o n   c o m p r i s i n g   s a i d   v e c t o r  

i s   f u n c t i o n a l ,   s a i d   h o s t   c e l l s   b e i n g   s u s -  

c e p t i b l e   t o   t r a n s f o r m a t i o n ,   c e l l   d i v i s i o n ,  

a n d   c u l t u r e ,  

s u b j e c t   t o   t h e   l i m i t a t i o n   t h a t   when   s a i d   v e c t o r   i s  

l i m i t e d   t o   two   f u n c t i o n a l l y   d i f f e r e n t   o r i g i n s   o f  

r e p l i c a t i o n ,   n e i t h e r   of   t h e   o r i g i n s   of   r e p l i c a t i o n  

a r e   f u n c t i o n a l   in   E  c o l i .  

The  i n v e n t i o n   f u r t h e r   r e l a t e s   t o   t r a n s f o r m a n t s  

of  t h e   a f o r e m e n t i o n e d   v e c t o r s .  

The  v e c t o r s   a r e   c o n s t r u c t e d   by  l i g a t i n g   a t  

l e a s t   two  o f   1)  a  r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   c o m p r i s i n g   b o t h  

an  o r i g i n   o f   r e p l i c a t i o n   t h a t   i s   f u n c t i o n a l   in  S t r e p t o -  

m y c e s   and   a l s o   o n e   o r   m o r e   DNA  s e g m e n t s   t h a t   c o n f e r  

r e s i s t a n c e   t o   a t   l e a s t   one   a n t i b i o t i c   when  t r a n s f o r m e d  



i n t o   S t r e p t o m y c e s ,   2)  a  r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   c o m p r i s i n g  

b o t h   an  o r i g i n   of   r e p l i c a t i o n   t h a t   i s   f u n c t i o n a l   i n  

B a c i l l u s   and   a l s o   one   or   more   DNA  s e g m e n t s   t h a t   c o n f e r  

r e s i s t a n c e   to   a t   l e a s t   one  a n t i b i o t i c   when   t r a n s f o r m e d  

i n t o   B a c i l l u s ,   3)  a  r e p l i c o n   c o n t a i n i n g   and  a n t i b i o t i c  

r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g   r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   of   an  E .  

c o l i   p l a s m i d .   L i g a t i o n   of  1)  and  2)  r e s u l t s   in   a  

p l a s m i d   t h a t   i s   f u n c t i o n a l   in   b o t h   S t r e p t o m y c e s   a n d  

B a c i l l u s .   L i g a t i o n   of  3)  to   t h e   p l a s m i d   r e s u l t i n g  

f r o m   l i g a t i o n   of   1)  and  2)  y i e l d s   a  p l a s m i d   t h a t   i s  

f u n c t i o n a l   in   e a c h   of   S t r e p t o m y c e s ,   B a c i l l u s ,   and  E .  

c o l i .  

A  p r e f e r r e d   f i r s t   f r a g m e n t ,   e x e m p l i f i e d  

h e r e i n   f o r   i l l u s t r a t i v e   p u r p o s e s   by  t h e   m4.4   kb  B a m H I  

r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   of   p l a s m i d   p E L 1 0 5 ,   i s   c o n s t r u c t e d  

by  l i g a t i n g   t h e   t h i o s t r e p t o n   r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g  

~ 1 . 6   kb  BamHI  r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   o f   p l a s m i d   pLR2  o n t o  

t h e   ~ 2 . 8   kb  BamHI  r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   of   p l a s m i d  

p E L 1 0 3 .   The  l a t t e r   f r a g m e n t   c o n t a i n s   an  o r i g i n   o f  

r e p l i c a t i o n   t h a t   i s   f u n c t i o n a l   in   S t r e p t o m y c e s   and   t h u s  

i s   e s p e c i a l l y   u s e f u l   f o r   c o n s t r u c t i n g   t h e   p r e s e n t  

i n v e n t i o n .   A  p r e f e r r e d   s e c o n d   f r a g m e n t   i s   t h e   ~ 4 . 6   k b  

BamHI  r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   of   p l a s m i d   p H I - 1 6 .   T h e  

p l a s m i d   p H I - 1 6   f r a g m e n t   c o n t a i n s   a  B a c i l l u s   f u n c t i o n a l  

o r i g i n   of   r e p l i c a t i o n   and  a l s o   DNA  s e g m e n t s   t h a t   c o n f e r  

a n t i b i o t i c   r e s i s t a n c e   in   B a c i l l u s .   L i g a t i o n   of  t h e  



f i r s t   a n d   s e c o n d   r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t s   r e s u l t s   in   t h e  

n o v e l   i l l u s t r a t i v e   m u l t i f u n c t i o n a l   p l a s m i d   p B S 2 .  

L i g a t i o n   o f   BamHI  r e s t r i c t e d   p l a s m i d   pBS2  w i t h   B a m H I  

r e s t r i c t e d   p l a s m i d   pBR322  r e s u l t s   in   t h e   n o v e l   m u l t i -  

f u n c t i o n a l   i l l u s t r a t i v e   p l a s m i d   p B S 4 9 .   P l a s m i d s   o f   t h e  

l a t t e r   t y p e   a r e   h i g h l y   v e r s a t i l e   and   c an   be  u s e d   i n   e a c h  

of   S t r e p t o m y c e s ,   B a c i l l u s ,   and   E.  c o l i .  

P l a s m i d   p E L 1 0 3 ,   w h i c h   c o n t a i n s   an  o r i g i n   o f  

r e p l i c a t i o n   t h a t   i s   f u n c t i o n a l   in   S t r e p t o m y c e s ,   i s  

a p p r o x i m a t e l y   2 0 . 0   kb  and  c o n t a i n s   s e v e r a l   r e s t r i c t i o n  

s i t e s   w h i c h   a r e   p a r t i c u l a r l y   a d v a n t a g e o u s   f o r   m o l e c u l a r  

c l o n i n g .   S i n c e   t h e   o r i g i n   of   r e p l i c a t i o n   o f   p l a s m i d  

p E L l 0 3   h a s   b e e n   l o c a l i z e d   to   w i t h i n   t h e   ~ 2 . 8   kb  B a m H I  

r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t ,   a  v a r i e t y   o f   d i f f e r e n t   o r i g i n   o f  

r e p l i c a t i o n   c o n t a i n i n g   f r a g m e n t s   c a n   be  g e n e r a t e d   b y  

d i g e s t i n g   t h e   p l a s m i d   w i t h   r e s t r i c t i o n   e n z y m e s   t h a t   c u t  

o u t s i d e   t h e   ~ 2 . 8   kb  BamHI  r e g i o n .   A  d e t a i l e d   r e s t r i c -  

t i o n   s i t e   and   f u n c t i o n a l   map  o f   p l a s m i d   pEL103   i s  

p r e s e n t e d   i n   F i g u r e   1  of   t h e ' a c c o m p a n y i n g   d r a w i n g s .  

F o r   p u r p o s e s   o f   t h e   p r e s e n t   a p p l i c a t i o n ,   F i g u r e   1  a n d  

a l l   s u b s e q u e n t   f i g u r e s   a r e   n o t   d r a w n   to   s c a l e .  

P l a s m i d   pEL103   c a n   be  c o n v e n t i o n a l l y   i s o l a t e d  

f r o m   S t r e p t o m y c e s   g r a n u l o r u b e r   No.  A 3 9 9 1 2 . 3 3 / p E L 1 0 3 ,   a  

s t r a i n   d e p o s i t e d   and   made  p a r t   of   t h e   p e r m a n e n t   s t o c k  

c u l t u r e   c o l l e c t i o n   o f   t h e   N o r t h e r n   R e g i o n a l   R e s e a r c h  

L a b o r a t o r y ,   P e o r i a ,   I l l i n o i s .   I t   i s   a v a i l a b l e   t o   t h e  

p u b l i c ,   as  a  p r e f e r r e d   s o u r c e   and  s t o c k   r e s e r v o i r   o f  

t h e   p l a s m i d ,   u n d e r   t h e   a c c e s s i o n   n u m b e r   NRRL  1 2 5 4 9 .  

A l t h o u g h   many  d i f f e r e n t   o r i g i n   o f   r e p l i c a t i o n  

c o n t a i n i n g   f r a g m e n t s   of   p l a s m i d   pEL103   c a n   be  c o n -  

s t r u c t e d ,   t h e   ~ 2 . 8   kb  BamHI  r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   i s  



m o s t   p r e f e r r e d   f o r   p u r p o s e s   of   c o n s t r u c t i n g   t h e   p r e s e n t  

i n v e n t i o n .   The  ~ 2 . 8   kb  f r a g m e n t   i s   l i g a t e d   to   o n e   o r  

more   a n t i b i o t i c   r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g   DNA  f r a g m e n t s  

w h i c h   a r e   e x e m p l i f i e d   h e r e i n ,   f o r   i l l u s t r a t i v e   p u r p o s e s ,  

by  t h e   t h i o s t r e p t o n   r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g   ~ 1 . 6   kb  B a m H I  

r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   of   p l a s m i d   pLR2  and  t h e   n e o m y c i n  

r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g   ~ 3 . 4   kb  BamHI  r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t  

of   p l a s m i d   p L R l .  

P l a s m i d   pLR2,   t h e   s o u r c e   of   t h e   t h i o s t r e p t o n  

r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g   f r a g m e n t ,   i s   a p p r o x i m a t e l y  

1 8 . 7   kb  and   i s   c o n s t r u c t e d  b y   l i g a t i n g   H i n d I I I   t r e a t e d  

p l a s m i d   p I J 6 ,   d i s c l o s e d   in   T h o m p s o n   e t   a l . ,   1 9 8 0 ,  

N a t u r e   2 8 6 : 5 2 5 ,   to   H i n d I I I   t r e a t e d   p l a s m i d   p B R 3 2 2 .  

P l a s m i d   p L R l ,   t h e   s o u r c e   o f   t h e   n e o m y c i n   r e s i s t a n c e  

c o n f e r r i n g   f r a g m e n t ,   i s   a p p r o x i m a t e l y   1 4 . 8   kb  a n d   i s  

s i m i l a r l y   c o n s t r u c t e d ,   e x c e p t   t h a t   p l a s m i d   p I J 2 ,   d i s -  

c l o s e d   i n   T h o m p s o n   e t   a l . ,   1 9 8 0 ,   i s   u s e d   i n s t e a d   o f  

p l a s m i d   p I J 6 .   B o t h   p l a s m i d s   pLR2  and  pLRl  a r e   f u n c -  

t i o n a l   in   E.  c o l i   and  t h e r e f o r e   c an   be  a m p l i f i e d   a n d  

i s o l a t e d   c o n v e n i e n t l y   f o r   s u b s e q u e n t   m a n i p u l a t i o n .   A 

r e s t r i c t i o n   s i t e   and  f u n c t i o n a l   map  of  e a c h   o f   p l a s m i d s  

pLRl   and   pLR2  i s   p r e s e n t e d   r e s p e c t i v e l y   in   F i g u r e s   2 - 3  

of   t h e   a c c o m p a n y i n g   d r a w i n g s .  

The  t h i o s t r e p t o n   r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g   ~ 1 . 6   k b  

BamHI  f r a g m e n t   and   t h e   n e o m y c i n   r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g  

m3.4   kb  BamHI  f r a g m e n t   a r e   l i g a t e d   to   t h e   m2 .8   kb  o r i g i n  

of   r e p l i c a t i o n   c o n t a i n i n g   BamHI  f r a g m e n t   of   p l a s m i d  

pEL103   t o   p r o d u c e   p l a s m i d s   u s e f u l   as  s t a r t i n g   m a t e r i a l s  

f o r   c o n s t r u c t i n g   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n .   The  p l a s m i d  

s t a r t i n g   m a t e r i a l s   a r e   of   two  o r i e n t a t i o n s   d e p e n d i n g  

u p o n   t h e   o r i e n t a t i o n   of  t h e   p a r t i c u l a r   r e s i s t a n c e  



c o n f e r r i n g   DNA  f r a g m e n t .   T h u s ,   l i g a t i o n   o f   t h e   ~ 1 . 6   k b  

BamHI  f r a g m e n t   of   p l a s m i d   pLR2  o n t o  t h e   ~ 2 . 8   kb  B a m H I  

f r a g m e n t   o f   p l a s m i d   p E L 1 0 3   r e s u l t s   i n   u s e f u l   s t a r t i n g  

m a t e r i a l   p l a s m i d s   p E L 1 0 7   a n d   p E L 1 0 5 ;   l i g a t i o n   o f   t h e  

~ 3 . 4   kb  BamHI  f r a g m e n t   o f   p l a s m i d   pLRl  r e s u l t s   i n  

u s e f u l   s t a r t i n g   m a t e r i a l   p l a s m i d s   pEL109  a n d   p E L 1 1 0 ;  

and   l i g a t i o n   of  b o t h   of   t h e   f r a g m e n t s   r e s u l t s   in   u s e f u l  

s t a r t i n g   m a t e r i a l   p l a s m i d s   p E L l l 3 ,   p E L 1 1 4 ,   p E L 1 1 5 ,   a n d  

p E L 1 1 6 .   The   a f o r e m e n t i o n e d   p l a s m i d   s t a r t i n g   m a t e r i a l s  

c a n   be  p a r t i a l l y   BamHI  d i g e s t e d   to   g e n e r a t e   r e s t r i c t i o n  

f r a g m e n t s   t h a t   a r e   u s e f u l   f o r   c o n s t r u c t i n g   t h e   p r e s e n t  

v e c t o r s   as   d e s c r i b e d   h e r e i n   b e l o w .  

P l a s m i d   p H I - 1 6   c o n t a i n s   b o t h   an  o r i g i n   o f  

r e p l i c a t i o n   t h a t   i s   f u n c t i o n a l   i n   B a c i l l u s   a n d   a l s o   DNA 

s e g m e n t s   t h a t   r e s p e c t i v e l y   c o n f e r   r e s i s t a n c e   to   a n t i -  

b i o t i c s   c h l o r a m p h e n i c o l   and   k a n a m y c i n .   T h e r e f o r e ,  

p l a s m i d   p H I - 1 6   i s   an  e x c e l l e n t   s t a r t i n g   m a t e r i a l   f o r  

p u r p o s e s   of   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n .   P l a s m i d   p H I - 1 6   i s  

~ 4 . 6   kb  and   r e s u l t s   f r o m   an  in   v i v o   d e l e t i o n   o f   k n o w n  

c h i m e r i c   p l a s m i d   pBDl2   ( d i s c l o s e d   in   G r y c z a n   e t   a l . ,  

1 9 8 0 ,   J .   B a c t e r i o l o g y   141  ( 1 ) : 2 4 6 )   and  c a n   be  c o n -  

v e n t i o n a l l y   i s o l a t e d   f r o m   B a c i l l u s   s u b t i l i s   M I l 1 2 /  

p H I - 1 6 ,   a  c o n s t r u c t e d   s t r a i n   d e p o s i t e d   and   m a d e   p a r t   o f  

t h e   p e r m a n e n t   s t o c k   c u l t u r e   c o l l e c t i o n   o f   t h e   N o r t h e r n  

R e g i o n a l   R e s e a r c h   L a b o r a t o r y ,   P e o r i a ,   I l l i n o i s .   I t   i s  

a v a i l a b l e   t o   t h e   p u b l i c ,   as   a  p r e f e r r e d   s o u r c e   a n d  

s t o c k   r e s e r v o i r   o f   t h e   p l a s m i d ,   u n d e r   t h e   a c c e s s i o n  

n u m b e r   NRRL  B - 1 2 5 9 7 .   A  d e t a i l e d   r e s t r i c t i o n   s i t e   a n d  

f u n c t i o n a l   map  of   p l a s m i d   p H I - 1 6   i s   p r e s e n t e d   i n   F i g -  

u r e   4  o f   t h e   a c c o m p a n y i n g   d r a w i n g s .   For   s i m p l i c i t y ,  



o n l y   t h r e e   M b o I I   and  T a q I   r e s t r i c t i o n   s i t e s   a r e   s h o w n  

f o r   p l a s m i d   p H I - 1 6   and   t h e   p H I - 1 6   f r a g m e n t s   i l l u s t r a t e d  

h e r e i n .  

V a r i o u s   d e r i v a t i v e s   of   p l a s m i d   p H I - 1 6   c a n  
a l s o   be  u s e d   as  s t a r t i n g   m a t e r i a l s .   F o r   e x a m p l e ,  
d e l e t i o n   o f   t h e   ~ . 7   kb  H p a I I   r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   o f  

p l a s m i d   p H I - 1 6   r e s u l t s   in   t h e   n o v e l   p l a s m i d   p H I - 1 8 .  

P l a s m i d   p H I - 1 8   i s   ~ 3 . 9   kb  and  c o n t a i n s   a  c h l o r a m p h e n i -  

c o l   r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g   DNA  s e g m e n t   as   w e l l   as  a n  

o r i g i n   o f   r e p l i c a t i o n   t h a t   i s   f u n c t i o n a l   in   B a c i l l u s .  

A  r e s t r i c t i o n   s i t e   and   f u n c t i o n a l   map  o f   p l a s m i d   p H I - 1 8  
i s   p r e s e n t e d   i n   F i g u r e   5  of   t h e   a c c o m p a n y i n g   d r a w i n g s .  

Fo r   s i m p l i c i t y ,   o n l y   t h r e e   MboI I   and  T a a I   r e s t r i c t i o n  

s i t e s   a r e   shown   f o r   p l a s m i n  p H I - 1 8   and   t h e   p H I - 1 8   f r a g -  
m e n t s   i l l u s t r a t e d   h e r e i n .  

The  BamHI  d i g e s t i o n   of   p l a s m i d s   p H I - 1 6   a n d  

p H I - 1 8   r e s u l t s   r e s p e c t i v e l y   in   ~ 4 . 6   kb  and   ~ 3 . 9   k b  

f r a g m e n t s   w h i c h ,   w i t h   r e s p e c t   to   B a c i l l u s ,   e a c h   c o n t a i n  

an  o r i g i n   of   r e p l i c a t i o n   a n d  a l s o   DNA  c o n f e r r i n g   a n t i -  

b i o t i c   r e s i s t a n c e .   T h e r e f o r e ,   m u l t i f u n c t i o n a l   c l o n i n g  

v e c t o r s ,   i l l u s t r a t i v e   of   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n ,   can   b e  

r e a d i l y   c o n s t r u c t e d   by  l i g a t i n g   t h e   ~ 3 . 9   kb  B a m H I  
r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   of   p l a s m i d   p H I - 1 8   o r   t h e   ~ 4 . 6   k b  

BamHI  r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   of   p l a s m i d   p H I - 1 6   w i t h   t h e  

~ 4 . 4   kb  BamHI  r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   o f   p l a s m i d   p E L l 0 5  

d i s c l o s e d   a b o v e .   The  r e s u l t i n g   m u l t i f u n c t i o n a l  p l a s m i d s  

a r e   h e r e i n   r e s p e c t i v e l y   d e s i g n a t e d   as   p l a s m i d s   pBSl   a n d  

pBS2.   L i g a t i o n   of  t h e   ~ 4 . 6   kb  BamHI  r e s t r i c t i o n   f r a g -  
m e n t   of   p l a s m i d   p H I - 1 6   w i t h   t h e   ~ 6 . 2   kb  BamHI  r e s t r i c -  

t i o n   f r a g m e n t   of   p l a s m i d   pEL110  r e s u l t s   in   t h e   n o v e l  

m u l t i f u n c t i o n a l   p l a s m i d   pBS5.   S i m i l a r l y ,   l i g a t i o n   o f  



t h e   p l a s m i d   p H I - 1 6   BamHI  f r a g m e n t   w i t h   t h e   ~ 7 . 8   k b  

BamHI  r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   o f   p l a s m i d   p E L l 1 3   r e s u l t s   i n  

t h e   m u l t i f u n c t i o n a l   p l a s m i d   pBS7 .   A  d e t a i l e d   r e s t r i c -  

t i o n   s i t e   and  f u n c t i o n a l   map  o f   e a c h   o f   p l a s m i d s   p B S l ,  

p B S 2 ,   p B S 5 ,   and   pBS7  a r e   p r e s e n t e d   r e s p e c t i v e l y   i n  

F i g u r e s   6,  7,  13 ,   a n d   14  o f   t h e   a c c o m p a n y i n g   d r a w i n g s .  

The  p r e s e n t   v e c t o r s   s u c h   a s ,   f o r   e x a m p l e ,  

p l a s m i d   p B S l ,   p B S 2 ,   pBS5  and   pBS7 ,   c a n   be  l i g a t e d   t o   a  

f u n c t i o n a l   r e p l i c o n   c o n t a i n i n g   and   a n t i b i o t i c   r e s i s -  

t a n c e   c o n f e r r i n g   r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   o f   an  E.  c o l i  

p l a s m i d   s u c h   a s ,   f o r   e x a m p l e ,   p l a s m i d   p B R 3 2 2 ,   p B R 3 2 4  

( d i s c l o s e d   i n   B o l i v a r ,   F . ,   1 9 7 8 ,   Gene   4 : 1 2 1 ) ,   p B R 3 2 5  

( d i s c l o s e d   in   B o l i v a r ,   F . ,   1 9 7 8 ) ,   pHR328   ( d i s c l o s e d   i n  

S o b e r o n ,   X . ,   1 9 8 0 ,   Gene   9 : 2 8 7 ) ,   o r   t h e   l i k e ,   to   p r o d u c e  

n o v e l   m u l t i f u n c t i o n a l   p l a s m i d s   f o r   u s e   i n   E.  c o l i ,  

S t r e p t o m v c e s ,   a n d   B a c i l l u s .   T h e s e   c o n s t r u c t i o n s ,  

e x e m p l i f i e d   f o r   i l l u s t r a t i v e   p u r p o s e s   by  p l a s m i d s   p B S 9  

and   p B S 1 0 ,   a r e   p a r t i c u l a r l y   a d v a n t a g e o u s   b e c a u s e   a m p l i -  

f i c a t i o n   and   m a n i p u l a t i o n   o f   p l a s m i d s   c a n   be  d o n e  

f a s t e r   and   m o r e   c o n v e n i e n t l y   i n   E.  c o l i   t h a n   i n   e i t h e r  

S t r e p t o m y c e s   o r   B a c i l l u s .   T h u s ,   a f t e r   d e s i r e d   r e c o m b i -  

n a n t   DNA  p r o c e d u r e s   a r e   a c c o m p l i s h e d   w i t h i n   t h e   E.  c o l i  

h o s t   s y s t e m ,   t h e   p a r t i c u l a r   DNA  c a n   be  r e m o v e d ,   r e -  
c o n s t r u c t e d   t o   p l a s m i d   f o r m   ( i f   n e c e s s a r y ) ,   and   t h e n  

t r a n s f o r m e d   i n t o   a  S t r e p t o m y c e s   o r   B a c i l l u s   h o s t   c e l l .  

A l t h o u g h   t h e   S t r e p t o m y c e s   f u n c t i o n a l   o r i g i n  

of   r e p l i c a t i o n   t h a t   i s   e x e m p l i f i e d   i n   t h e   p r e s e n t  

m u l t i f u n c t i o n a l   pBS  p l a s m i d s   i s   c o n t a i n e d   i n   t h e   ~ 2 . 8   k b  

BamHI  f r a g m e n t   o f   p l a s m i d   p E L l 0 3 ,   a n a l o g o u s   p E L l 0 3  

f r a g m e n t s   c a n   a l s o   be  u s e d   p r o v i d e d   t h a t   t h e   o r i g i n   o f  

r e p l i c a t i o n   i s   p r e s e n t .   S u c h   a n a l o c o u s   p l a s m i d   p E L 1 0 3  



r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t s   i n c l u d e ,   b u t   a r e   n o t   l i m i t e d   t o ,  

t h e   P s t I ,   S p h I ,   B g l I I ,   C l a l ,   X h o I ,   a n d  t h e   o t h e r   B a m H I  

f r a g m e n t s .   M o r e o v e r ,   a  p a r t i c u l a r   a n t i b i o t i c   r e s i s -  

t a n c e   c o n f e r r i n g   DNA  s e g m e n t   i s   n o t   l i m i t e d   to   a  s i n g l e  

p o s i t i o n   on  a  p l a s m i d   pEL103  r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   b u t  

can   be  l i g a t e d   o r   i n s e r t e d   a t   v a r y i n g   s i t e s   p r o v i d e d  

t h a t   t h e   o r i g i n   o f   r e p l i c a t i o n   o r   o t h e r   c r i t i c a l   p l a s m i d  

c o n t r o l l e d   p h y s i o l o g i c a l   f u n c t i o n s   a r e   n o t   d i s r u p t e d .  

T h e r e f o r e ,   many  d i f f e r e n t   p l a s m i d   pEL103   r e s t r i c t i o n  

f r a g m e n t s   a n d   d e r i v a t i v e s   can   be  u s e d   in   p l a c e   o f   t h o s e  

e x e m p l i f i e d   h e r e i n .   T h o s e   s k i l l e d   i n   t h e   a r t   u n d e r -  

s t a n d   o r   c a n   r e a d i l y   d e t e r m i n e   w h i c h   s i t e s   a r e   a d v a n t a -  

g e o u s   f o r   t h e   l i g a t i o n   o r   i n s e r t i o n   of   a  p a r t i c u l a r   DNA 

s e g m e n t .  
W h i l e   t h e   ~ 4 . 6   and  3 .9   kb  BamHI  r e s t r i c t i o n  

f r a g m e n t s   of   p l a s m i d s   p H I - 1 6   and  p H I - 1 8   r e s p e c t i v e l y  

a r e   p r e f e r r e d   f o r   c o n s t r u c t i n g   t h e   p r e s e n t   m u l t i f u n c -  

t i o n a l   p l a s m i d s ,   many  d i f f e r e n t   o r i g i n   of   r e p l i c a t i o n  

c o n t a i n i n g   and   a n t i b i o t i c   r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g   f r a g m e n t s  

of   p l a s m i d s   p H I - 1 6   and   p H I - 1 8   c a n   a l s o   be  u s e d .   A n a l o g o u s  

s i n g l e   c u t   r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t s   o f   p l a s m i d s   p H I - 1 6  

and  p H I - 1 8   i n c l u d e ,   f o r   e x a m p l e ,   t h e   B g l I I ,   X b a I ,  

E c o R I ,   P v u I I ,   and   A v a l   f r a g m e n t s   of   p l a s m i d   p H I - 1 6   a n d  

t h e   X b a I ,   E c o R I ,   P v u I I ,   and  AvaI   f r a g m e n t s   o f   p l a s m i d  f r a g m e n t s   o f   p l a s m i d  

p H I - 1 8 .   In  a d d i t i o n ,   t h e   a n t i b i o t i c   r e s i s t a n c e   c o n -  

f e r r i n g   DNA  s e g m e n t s ,   c o n t a i n e d   in   t h e   p l a s m i d   p H I - 1 6  

and  p H I - 1 8   f r a g m e n t s ,   a r e   n o t   l i m i t e d   to  a  s i n g l e  

p o s i t i o n .   R a t h e r ,   t h e   s e g m e n t s   c an   be  p o s i t i o n e d   a n d  

i n s e r t e d   and  l i g a t e d   a t   v a r y i n g   s i t e s   p r o v i d e d   t h a t   t h e  

o r i g i n   of   r e p l i c a t i o n   or   c t h e r   c r i t i c a l   p l a s m i d   c o n -  



t r o l l e d   p h y s i o l o g i c a l   f u n c t i o n s   a r e   n o t   d i s r u p t e d .  

T h o s e   s k i l l e d   i n   t h e   a r t   u n d e r s t a n d   o r   c a n   r e a d i l y  

d e t e r m i n e   w h i c h   s i t e s   a r e   a d v a n t a g e o u s   f o r   t h e   l i g a t i o n  

o r   i n s e r t i o n   of   a  p a r t i c u l a r   DNA  s e g m e n t .   T h e r e f o r e ,  

a  l a r g e   n u m b e r   o f   r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t s   c a n   be  c o n -  

s t r u c t e d   t h a t   b o t h   e x p r e s s   a n t i b i o t i c   r e s i s t a n c e   a n d  

a l s o   c o n t a i n   an  o r i g i n   o f   r e p l i c a t i o n   t h a t   i s   f u n c t i o n a l  

in   B a c i l l u s .   S u c h   f r a g m e n t s   c a n   be  u s e d   i n   p l a c e   o f  

t h o s e   e x e m p l i f i e d   h e r e i n   f o r   c o n s t r u c t i n g   a d d i t i o n a l  

m u l t i f u n c t i o n a l   v e c t o r s   t h a t   a r e   a l s o   w i t h i n   t h e   s c o p e  

of   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n .  

A n t i b i o t i c   r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g   DNA  s e g m e n t s  

c an   a l s o   be  l i g a t e d   o n t o   o t h e r   B a c i l l u s   f u n c t i o n a l  

p l a s m i d s  s u c h   a s ,   f o r   e x a m p l e ,   p l a s m i d   pBD15  a n d  

p l a s m i d s   ( d i s c l o s e d   i n   NIH  P u b l i c a t i o n   No.  8 2 - 9 9 ,   1 9 8 1 ,  

R e c o m b i n a n t   DNA  T e c h n i c a l   B u l l e t i n   4 ( 4 ) : 1 4 3 )   p P L l O ,  

p P L 7 0 6 5 ,   p I M l 3 ,   p P L 5 7 6 ,   p B C l 6 ,   pAM77,  p C 1 9 4 ,   p C 2 2 1 ,  

p C 2 2 3 ,   p E 1 9 4 ,   p S A 2 1 0 0 ,   p S A 0 5 0 1 ,   TP2,   p U B 1 1 0 ,   p U B 1 1 2 ,  

pBD6,   pBD8,   pBD9,   pBD10 ,   p B D I l ,   pBD12,   p B D 2 0 ,   p B D 3 5 ,  

pBD64 ,   p O G 1 1 9 6 ,   p H V l 2 ,   pHV14,   pHV33,   p O G 2 1 6 5 ,   a n d  

p G r T I .   The   r e s u l t i n g   p l a s m i d s   c o n f e r   a n t i b i o t i c  

r e s i s t a n c e ,   c o n t a i n   an  o r i g i n   o f   r e p l i c a t i o n   t h a t   i s  

f u n c t i o n a l   i n   B a c i l l u s ,   and   t h u s   c a n   be  u s e d   in   p l a c e  

of   p l a s m i d s   p H I - 1 6   and   p H I - 1 8   f o r   p u r p o s e s   o f   t h e  

p r e s e n t   i n v e n t i o n .   T h e r e f o r e ,   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n   i s  

n o t   l i m i t e d   to   t h e   i l l u s t r a t i v e   m u l t i f u n c t i o n a l   v e c t o r s  

t h a t   r e q u i r e   p l a s m i d s   p H I - 1 6   or   p H I - 1 8   f o r   c o n s t r u c t i o n .  

A l t h o u g h   t h e   t h i o s t r e p t o n ,   n e o m y c i n ,   k a n a -  

m y c i n ,   a n d   c h l o r a m p h e n i c o l   a n t i b i o t i c   r e s i s t a n c e   c o n -  

f e r r i n g   DNA  s e g m e n t s   a r e ,   f o r   i l l u s t r a t i v e   p u r p o s e s ,  

r e s p e c t i v e l y   e x e m p l i f i e d   by  t h e   ~ 1 . 6   kb  BamHI  r e s t r i c -  



t i o n   f r a g m e n t   o f   p l a s m i d   pLR2,   t h e   ~ 3 . 4   kb  BamHI  r e s t r i c -  

t i o n   f r a g m e n t  o f   p l a s m i d   p L R l ,   t h e   ~ 4 . 6   BamHI  r e s t r i c -  

t i o n   f r a g m e n t   of   p l a s m i d   p H I - 1 6 ,   and   t h e   ~ 3 . 9   BamHI  r e -  

s t r i c t i o n   f r a g m e n t   of   p l a s m i d   p H I - 1 8 ,   t h o s e   s k i l l e d   i n  

t h e   a r t   c a n   c o n s t r u c t   and  s u b s t i t u t e   e i t h e r   i n d i v i d u -  

a l l y   o r   i n   c o m b i n a t i o n ,   o t h e r   DNA  s e g m e n t s   t h a t   a l s o  

c o n f e r   r e s i s t a n c e   to   t h e   a f o r e m e n t i o n e d   a n t i b i o t i c s .  

O t h e r   t h i o s t r e p t o n   r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g   DNA  s e g m e n t s  

of   p l a s m i d   pLR2  i n c l u d e ,   f o r   e x a m p l e ,   t h e   ~13  kb  P s t I  

r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   and   a l s o   t h e   B c l I   s u b f r a g m e n t   o f  

t h e   ~ 1 . 6   kb  BamHI  r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t .   O t h e r   n e o m y c i n  

r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g   DNA  s e g m e n t s   o f   p l a s m i d   p L R l  

i n c l u d e ,   f o r   e x a m p l e ,   t h e   ~ 3 . 5   kb  P s t I   r e s t r i c t i o n  

f r a g m e n t   and   a l s o   t h e   l a r g e r   of   t h e   S s t I - K p n I   s u b f r a g -  

m e n t s   o f   t h e   ~ 3 . 4   kb  BamHI  r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t .   O t h e r  

k a n a m y c i n   r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g   DNA  s e g m e n t s   o f   p l a s m i d  

p H I - 1 6   i n c l u d e ,   f o r   e x a m p l e ,   t h e   m.74   kb  H p a I I   f r a g m e n t  

and  a l s o   t h e   l a r g e r   of   t h e   X b a I - P v u I I ,   A v a I - E c o R I ,  

E c o R I - P v u I I ,   and   B a m H I - E c o R I   f r a g m e n t s .   O t h e r   c h l o r a m -  

p h e n i c o l   r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g   DNA  s e g m e n t s   o f   p l a s m i d  

p H I - 1 8   i n c l u d e ,   f o r   e x a m p l e ,   t h e   ~ . 8 4   kb  H p a I I   f r a g m e n t  

and  a l s o   t h e   l a r g e r   of   t h e   E c o R I - P v u I I ,   B a m H I - E c o R I ,  

and  X b a I - P v u I I   f r a g m e n t s .  

A d d i t i o n a l   DNA  s e g m e n t s   c o n f e r r i n g   r e s i s t a n c e  

to  t h e   a b o v e   o r   to   d i f f e r e n t   a n t i b i o t i c s   s u c h   a s ,   f o r  

e x a m p l e ,   h y g r o m y c i n ,   b a c t e r i o c i n ,   v i a m y c i n ,   s t r e p t o -  

m y c i n ,   t y l o s i n ,   and   e r y t h r o m y c i n ,   c an   a l s o   be  u s e d   f o r  

p u r p o s e s   o f   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n .   M o r e o v e r ,   v a r i o u s  

f u n c t i o n a l   d e r i v a t i v e s   of   t h e   a b o v e   d e s c r i b e d   a n t i b i o t i c  

r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g   DNA  s e g m e n t s   c an   be  c o n s t r u c t e d  

by  a d d i n g ,   e l i m i n a t i n g ,   or   s u b s t i t u t i n g   n u c l e o t i d e s   i n  



a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   g e n e t i c   c o d e .   T h o s e   s k i l l e d   i n   t h e  

a r t   w i l l   u n d e r s t a n d   t h a t   l i g a t i o n   of   t h e s e ,   o r   any   o f  

t h e   o t h e r   a n t i b i o t i c   r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g   DNA  s e g m e n t s ,  

w i t h   S t r e p t o m y c e s   a n d   B a c i l l u s   o r i g i n s   o f   r e p l i c a t i o n  

c o n t a i n i n g   r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t ,   r e s u l t s   i n   m u l t i f u n c -  

t i o n a l   v e c t o r s   t h a t   a r e   w i t h i n   t h e   s c o p e   o f   t h e   p r e s e n t  

i n v e n t i o n .  

The  a b o v e   d e s c r i b e d   o r i g i n   o f   r e p l i c a t i o n  

c o n t a i n i n g   r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t s   and   a l s o   t h e   a n t i -  

b i o t i c   r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g   DNA  s e g m e n t s   c a n   be  c o n -  

v e n i e n t l y   m o d i f i e d   t o   f a c i l i t a t e   s u b s e q u e n t   l i g a t i o n .  

F o r   e x a m p l e ,   a d d i t i o n   o f   m o l e c u l a r   l i n k e r s   p r o v i d e s   f o r  

t h e   c o n s t r u c t i o n   o f   s p e c i f i c   r e s t r i c t i o n   s i t e s   t h a t  

a r e   u s e f u l   f o r   l i g a t i o n   o r   f o r   o t h e r   p u r p o s e s   known  i n  

t h e   a r t .   M o r e o v e r ,   t h e   v a r i o u s   r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t s  

c a n   a l s o   be  m o d i f i e d   by  a d d i n g ,   e l i m i n a t i n g ,   or   s u b -  

s t i t u t i n g   n u c l e o t i d e s   t o   a l t e r   c h a r a c t e r i s t i c s   and   t o  

p r o v i d e   a  v a r i e t y   o f   u n i q u e   o r   a d d i t i o n a l   r e s t r i c t i o n  

s i t e s .   T h o s e   s k i l l e d   i n   t h e ' a r t   u n d e r s t a n d   n u c l e o t i d e  

c h e m i s t r y   and   t h e   g e n e t i c   c o d e   and  t h u s   w h i c h   n u c l e o -  

t i d e s   a r e   i n t e r c h a n g e a b l e   and   w h i c h   DNA  m o d i f i c a t i o n s  

a r e   d e s i r a b l e   f o r   a  s p e c i f i c   p u r p o s e .  

The  r e c o m b i n a n t   DNA  c l o n i n g   v e c t o r s   of   t h e  

p r e s e n t   i n v e n t i o n   a r e   n o t   l i m i t e d   f o r   u s e   i n   a  s i n g l e  

s p e c i e s   o r   s t r a i n   o f   e i t h e r   S t r e p t o m y c e s   o r   B a c i l l u s .  

To  t h e   c o n t r a r y ,   t h e   v e c t o r s   a r e   b r o a d l y   a p p l i c a b l e   a n d  

c a n   be  t r a n s f o r m e d   i n t o   h o s t   c e l l s   of   many  B a c i l l u s   a n d  

S t r e p t o m y c e s   t a x a ,   p a r t i c u l a r l y   t h e   r e s t r i c t i o n l e s s  

s t r a i n s   t h e r e o f .   M o r e o v e r ,   w i t h   r e s p e c t   t o   S t r e p t o -  

m y c e s ,   many  of  t h e   s t r a i n s   a r e   e c o n o m i c a l l y   i m p o r t a n t  



and  p r o d u c e   a n t i b i o t i c s   s u c h   as  a m i n o g l y c o s i d e ,   m a c r o -  

l i d e ,   β - l a c t a m ,   p o l y e t h e r ,   and  g l y c o p e p t i d e   a n t i b i o t i c s .  

R e s t r i c t i o n l e s s   s t r a i n s   a r e   r e a d i l y   s e l e c t e d   and   i s o -  

l a t e d   f r o m   S t r e p t o m y c e s   and   B a c i l l u s   t a x a   by  c o n v e n -  

t i o n a l   p r o c e d u r e s   and  e x t e n s i o n s   of   p r i n c i p l e s   w e l l  

known  i n   t h e   a r t   ( L o m o v s k a y a   e t   a l . ,   1 9 8 0 ,   M i c r o b i o -  

l o g i c a l   R e v i e w s   4 4 : 2 0 6 ) .   H o s t   c e l l s   of  r e s t r i c t i o n l e s s  

s t r a i n s   l a c k   r e s t r i c t i o n   e n z y m e s   and  t h e r e f o r e   do  n o t  

c u t   or   d e g r a d e   p l a s m i d   DNA  u p o n   t r a n s f o r m a t i o n .   F o r  

p u r p o s e s   o f   t h e   p r e s e n t   a p p l i c a t i o n ,   h o s t   c e l l s   c o n -  

t a i n i n g   r e s t r i c t i o n   e n z y m e s   t h a t   do  n o t   c u t   a n y   of   t h e  

r e s t r i c t i o n   s i t e s   of   t h e   p r e s e n t   v e c t o r s   a r e   a l s o   c o n -  
s i d e r e d   r e s t r i c t i o n l e s s .  

P r e f e r r e d   h o s t   c e l l s   of   r e s t r i c t i o n l e s s  

s t r a i n s   o f   S t r e p t o m y c e s   t a x a   t h a t   p r o d u c e   a m i n o g l y c o -  

s i d e   a n t i b i o t i c s   and  i n   w h i c h   t h e   p r e s e n t   v e c t o r s   a r e  

e s p e c i a l l y   u s e f u l   and   c a n   be  t r a n s f o r m e d ,   i n c l u d e  

r e s t r i c t i o n l e s s   c e l l s   o f ,   f o r   e x a m p l e :   S.  k a n a -  

m y c e t i c u s   ( k a n a m y c i n s ) ,   S.  c h r e s t o m y c e t i c u s   ( a m i n o -  

s i d i n e ) ,   S.  g r i s e o f l a v u s   ( a n t i b i o t i c   MA  1 2 6 7 ) ,   S .  

m i c r o s p o r e u s   ( a n t i b i o t i c   S F - 7 6 7 ) ,   S,  r i b o s i d i f i c u s  

( a n t i b i o t i c   S F 7 3 3 ) ,   S.  f l a v o p e r s i c u s   ( s p e c t i n o m y c i n ) ,  

S.  s p e c t a b i l i s   ( a c t i n o s p e c t a c i n ) ,   S.  r i m o s u s   f o r m a  

p a r o m o m y c i n u s   ( p a r o m o m y c i n s ,   c a t e n u l i n ) ,   S.  f r a d i a e  

v a r .   i t a l i c u s   ( a m i n o s i d i n e ) ,   S.  b l u e n s i s  v a r .   b l u e n s i s  

( b l u e n s o m y c i n ) ,   S.  c a t e n u l a e   ( c a t e n u l i n ) ,   S.  o l i v o -  

r e t i c u l i   v a r .   c e l l u l o p h i l u s   ( d e s t o m y c i n   A) ,   S.  t e n e -  

b r a r i u s   ( t o b r a m y c i n ,   a p r a m y c i n ) ,   S.  l a v e n d u l a e   ( n e o m y -  

c i n ) ,   S.  a l b o g r i s e o l u s   ( n e o m y c i n s ) ,   S.  a l b u s   v a r .   m e t a -  

m v c i n u s   ( m e t a m y c i n ) ,   S.  h y g r o s c o p i c u s  v a r .   s a g a m i e n s i s  

( s p e c t i n o m y c i n ) ,   S.  b i k i n i e n s i s   ( s t r e p t o m y c i n ) ,   S .  



g r i s e u s   ( s t r e p t o m y c i n ) ,   S.  e r y t h r o c h r o m o g e n e s   v a r .  

n a r u t o e n s i s   ( s t r e p t o m y c i n ) ,   S.  p a o l e n s i s   ( s t r e p t o -  

m y c i n ) ,   S.  a g l b u s   ( s t r e p t o m y c i n ) ,   S.  r a m e u s   ( s t r e p t o -  

m y c i n ) ,   S.  o l i v a c e u s   ( s t r e p t o m y c i n ) ,   S.  m a s h u e n s i s  

( s t r e p t o m y c i n ) ,   S.  h y g r o s c o p i c u s   v a r .   l i m o n e u s   ( v a l i d a -  

m y c i n s ) ,   S.  r i m o f a c i e n s   ( d e s t o m y c i n s ) ,   S.  h y g r o s c o p i c u s  

f o r m a   g l e b o s u s   ( g l e b o m y c i n ) ,   S.  f r a d i a e   ( h y b r i m y c i n s  

n e o m y c i n s ) ,   S.  e u r o c i d i c u s   ( a n t i b i o t i c   A 1 6 3 1 6 - C ) ,   S .  

a c u a c a n u s   ( N - m e t h y l   h y g r o m y c i n   B) ,   S.  c r y s t a l l i n u s  

( h y g r o m y c i n   A) ,   S.  n o b o r i t o e n s i s   ( h y g r o m y c i n ) ,   S .  

h y g r o s c o p i c u s   ( h y g r o m y c i n s ) ,   S.  a t r o f a c i e n s   ( h y g r o -  

m y c i n ) ,   S.  k a s u g a s p i n u s   ( k a s u g a m y c i n s ) ,   S.  k a s u g a e n s i s  

( k a s u g a m y c i n s ) ,   S.  n e t r o p s i s   ( a n t i b i o t i c   L L - A M 3 1 ) ,   S .  

l i v i d u s   ( l i v i d o m y c i n s ) ,   S.  h o f u e n s i s   ( s e l d o m y c i n   c o m -  

p l e x ) ,   and   S.  c a n u s   ( r i b o s y l   p a r o m a m i n e ) .  

P r e f e r r e d   h o s t   c e l l s   of   r e s t r i c t i o n l e s s  

s t r a i n s   of   S t r e p t o m y c e s   t a x a   t h a t   p r o d u c e   m a c r o l i d e  

a n t i b i o t i c s   and   in   w h i c h   t h e   p r e s e n t   v e c t o r s   a r e  

e s p e c i a l l y   u s e f u l   and   c a n   be  t r a n s f o r m e d ,   i n c l u d e  

r e s t r i c t i o n l e s s   c e l l s   o f ,   f o r   e x a m p l e :   S.  c a e l e s t i s  

( a n t i b i o t i c   M 1 8 8 ) ,   S.  p l a t e n s i s   ( p l a t e n o m y c i n ) ,   S .  

r o c h e i   v a r .   v o l u b i l i s   ( a n t i b i o t i c   T 2 6 3 6 ) ,   S.  v e n e z u e l a e  

( m e t h y m y c i n s ) ,   S.  g r i s e o f u s c u s   ( b u n d l i n ) ,   S.  n a r b o -  

n e n s i s   ( j o s a m y c i n ,   n a r b o m y c i n ) ,  S .   f u n g i c i d i c u s  

( a n t i b i o t i c   N A - 1 8 1 ) ,   S.  g r i s e o f a c i e n s   ( a n t i b i o t i c  

PA133A,   B ) ,   S.  r o s e o c i t r e u s   ( a l b o c y c l i n e ) ,   S.  b r u n e o -  

c r i s e u s   ( a l b o c y c l i n e ) ,   S.  r o s e o c h r o m o g e n e s   ( a l b o c y c l i n e ) ,  

S . c i n e r o c h r o m o g e n e s   ( c i n e r o m y c i n   B ) ,   S.  a l b u s   ( a l b o -  

m y c e t i n ) ,   S.  f e i l e u s   ( a r g o m y c i n ,   p i c r o m y c i n ) ,   S .  

r o c h e i   ( l a n k a c i d i n ,   b o r r e l i d i n ) ,   S.  v i o l a c e o n i g e r  

( l a n k a c i d i n ) ,   S.  g r i s e u s   ( b o r r e l i d i n ) ,   S.  m a i z e u s  



( i n g r a m y c i n ) ,   S.  a l b u s   v a r .   c o i l m y c e t i c u s   ( c o l e i m y c i n ) ,  

S.  m y c a r o f a c i e n s   ( a c e t y l - l e u k o m y c i n ,   e s p i n o m y c i n ) ,   S .  

h y g r o s c o p i c u s   ( t u r i m y c i n ,   r e l o m y c i n ,   m a r i d o m y c i n ,  

t y l o s i n ,   c a r b o m y c i n ) ,   S.  g r i s e o s p i r a l i s   ( r e l o m y c i n ) ,   S .  

l a v e n d u l a e   ( a l d g a m y c i n ) ,   S.  r i m o s u s   ( n e u t r a m y c i n ) ,   S .  

d e l t a e   ( d e l t a m y c i n s ) ,   S.  f u n g i c i d i c u s   v a r .   e s p i n o -  

m v c e t i c u s   ( e s p i n o m y c i n s ) ,   S.  f u r d i c i d i c u s   ( m y d e c a -  

m y c i n ) ,   S.  a m b o f a c i e n s   ( f o r o m a c i d i n   D),   S.  e u r o c i d i c u s  

( m e t h y m y c i n ) ,   S.  g r i s e o l u s   ( g r i s e o m y c i n ) ,   S.  f l a v o -  

c h r o m o g e n e s   ( a m a r o m y c i n ,   s h i n c o m y c i n s ) ,   S.  f i m b r i a t u s  

( a m a r o m y c i n ) ,   S.  f a s c i c u l u s   ( a m a r o m y c i n ) ,   S.  e r y t h r e u s  

( e r y t h r o m y c i n s ) ,   S.  a n t i b i o t i c u s   ( o l e a n d o m y c i n ) ,   S .  

o l i v o c h r o m o g e n e s   ( o l e a n d o m y c i n ) ,   S.  s p i n i c h r o m o g e n e s  

v a r .   s u r a g a o e n s i s   ( k u j i m y c i n s ) ,   S.  k i t a s a t o e n s i s  

( l e u c o m y c i n ) ,   S.  n a r b o n e n s i s   v a r .   j o s a m y c e t i c u s   ( l e u c o -  

m y c i n   A3,  j o s a m y c i n ) ,   S.  a l b o g r i s e o l u s   ( m i k o n o m y c i n ) ,  

S.  b i k i n i e n s i s   ( c h a l c o m y c i n ) ,   S.  c i r r a t u s   ( c i r r a m y c i n ) ,  

S.  d j a k a r t e n s i s   ( n i d d a m y c i n ) ,   S.  e u r y t h e r m u s   ( a n g o l a -  

m y c i n ) ,   S.  f r a d i a e   ( t y l o s i n ,   l a c t e n o c i n ,   m a c r o c i n ) ,   S .  

g o s h i k i e n s i s   ( b a n d a m y c i n ) ,   S.  g r i s e o f l a v u s   ( a c u m y c i n ) ,  

S.  h a l s t e d i i   ( c a r b o m y c i n ) ,   S.  t e n d a e   ( c a r b o m y c i n ) ,   S .  

m a c r o s p o r e u s   ( c a r b o m y c i n ) ,   S.  t h e r m o t o l e r a n s   ( c a r b o -  

m y c i n ) ,   a n d  S .   a l b i r e t i c u l i   ( c a r b o m y c i n ) .  

P r e f e r r e d   h o s t   c e l l s   of   r e s t r i c t i o n l e s s  

s t r a i n s   o f   S t r e p t o m y c e s   t a x a   t h a t   p r o d u c e   β - l a c t a m  

a n t i b i o t i c s   and   in   w h i c h   t h e   p r e s e n t   v e c t o r s   a r e  

e s p e c i a l l y   u s e f u l   and   can   be  t r a n s f o r m e d ,   i n c l u d e  

r e s t r i c t i o n l e s s   c e l l s   o f ,   f o r   e x a m p l e :   S.  l i p m a n i i  

( A l 6 8 8 4 ,   MM4550,  MM13902) ,   S.  c l a v u l i c e r u s   ( A 1 6 8 8 6 B ,  

c l a v u l a n i c   a c i d ) ,   S.  l a c t a m d u r a n s   ( c e p h a m y c i n   C) ,   S .  

g r i s e u s   ( c e p h a m y c i n   A,  B) ,   S.  h y g r o s c o p i c u s   ( d e a c e t o x y -  



c e p h a l o s p o r i n   C ) ,   S.  w a d a y a m e n s i s   ( W S - 3 4 4 2 - D ) ,   S .  

c h a r t r e u s i s   (SF  1 6 2 3 ) ,   S.  h e t e r o m o r p h u s   and   S.  p a n a y e n -  
s i s   ( C 2 0 8 1 X ) ;   S.  c i n n a m o n e n s i s ,   S.  f i m b r i a t u s ,   S .  

h a l s t e d i i ,   S.  r o c h e i   and   S.  v i r i d o c h r o m o g e n e s   ( c e p h a -  

m y c i n s   A,  B) ;   S.  c a t t l e y a   ( t h i e n a m y c i n ) ;   a n d   S.  o l i v a -  

c e u s ,   S.  f l a v o v i r e n s ,   S.  f l a v u s ,   S.  f u l v o v i r i d i s ,   S .  

a r g e n t e o l u s ,   and  S.  s i o y a e n s i s   (MM  4550   and   MM  1 3 9 0 2 ) .  

P r e f e r r e d   h o s t   c e l l s   o f   r e s t r i c t i o n l e s s  

s t r a i n s   o f   S t r e p t o m y c e s   t a x a   t h a t   p r o d u c e   p o l y e t h e r  

a n t i b i o t i c s   and  i n   w h i c h   t h e   p r e s e n t   v e c t o r s   a r e  

e s p e c i a l l y   u s e f u l   a n d   c a n   be  t r a n s f o r m e d ,   i n c l u d e  

r e s t r i c t i o n l e s s   c e l l s   o f ,   f o r   e x a m p l e :   S.  a l b u s   ( A 2 0 4 ,  

A28695A  and   B,  s a l i n o m y c i n ) ,   S.  h y g r o s c o p i c u s   ( A 2 1 8 ,  

e m e r i c i d ,   D E 3 9 3 6 ) ,   A120A,   A 2 8 6 9 5 A   and   B,  e t h e r o m y c i n ,  

d i a n e m y c i n ) ,   S.  g r i s e u s   ( g r i s o r i x i n ) ,   S.  c o n g l o b a t u s  

( i o n o m y c i n ) ,   S.  e u r o c i d i c u s   v a r .   a s t e r o c i d i c u s   ( l a i d l o -  

m y c i n ) ,   S.  l a s a l i e n s i s   ( l a s a l o c i d ) ,   S.  r i b o s i d i f i c u s  

( l o n o m y c i n ) ,   S.  c a c a o i   v a r .   a s o e n s i s   ( l y s o c e l l i n ) ,   S .  

c i n n a m o n e n s i s   ( m o n e n s i n ) ,   S.  a u r e o f a c i e n s   ( n a r a s i n ) ,   S .  

c a l l i n a r i u s   (RP  3 0 5 0 4 ) ,   S.  l o n g w o o d e n s i s   ( l y s o c e l l i n ) ,  

S.  f l a v e o l u s   ( C P 3 8 9 3 6 ) ,   S.  m u t a b i l i s   ( S - 1 1 7 4 3 a ) ,   and   S .  

v i o l a c e o n i g e r   ( n i g e r i c i n ) .  

P r e f e r r e d   h o s t   c e l l s   o f   r e s t r i c t i o n l e s s  

s t r a i n s   o f   S t r e p t o m v c e s   t a x a   t h a t   p r o d u c e   g l y c o p e p t i d e  

a n t i b i o t i c s   and   i n   w h i c h   t h e   p r e s e n t   v e c t o r s   a r e  

e s p e c i a l l y   u s e f u l   a n d   c a n   be  t r a n s f o r m e d ,   i n c l u d e  

r e s t r i c t i o n l e s s   c e l l s   o f ,   f o r   e x a m p l e :   S.  o r i e n t a l i s  

a n d  S .   h a r a n o m a c h i e n s i s   ( v a n c o m y c i n ) ;   S.  c a n d i d u s  

( A - 3 5 5 1 2 ,   a v o p a r c i n ) ,   and   S.  e b u r o s p o r e u s   (LL-AM  3 7 4 ) .  

P r e f e r r e d   h o s t   c e l l s   of   o t h e r   S t r e p t o m y c e s  
r e s t r i c t i o n l e s s   s t r a i n s   in   w h i c h   t h e   p r e s e n t   v e c t o r s  



a r e   e s p e c i a l l y   u s e f u l   and  c a n   be  t r a n s f o r m e d ,   i n c l u d e  

r e s t r i c t i o n l e s s   c e l l s   o f ,   f o r   e x a m p l e :   S.  c o e l i c o l o r ,  

S.  g r a n u l o r u b e r ,   S.  r o s e o s p o r u s ,   S.  l i v i d a n s ,   S .  

e s p i n o s u s ,   a n d   S.  a z u r e u s .  

p r e f e r r e d   h o s t   c e l l s   of  r e s t r i c t i o n l e s s  

s t r a i n s   o f   B a c i l l u s   in   w h i c h   t h e   p r e s e n t   v e c t o r s   a r e  

e s p e c i a l l y   u s e f u l   and   c a n   be  t r a n s f o r m e d ,   i n c l u d e  

r e s t r i c t i o n l e s s   c e l l s   o f ,   f o r   e x a m p l e ,   B.  s u b t i l i s ,   B .  

s u b t i l i s   M I 1 1 2 ,   B.  t h u r i n g i e n s i s ,   B.  t h u r i n g i e n s i s   v a r .  

i s r a e l i e n s i s ,   B.  c e r e u s ,   B.  a n t h r a c i s ,   B.  p i l i f o r m i s ,  

B.  t r o p i c u s ,   B.  a l v e i ,   B.  m e g a t e r i u m ,   B.  p u m i l u s ,   B .  

l i c h e n i f o r m i s ,   B.  p o l y m y x a ,   B.  m a c e r a n s ,   B.  c i r c u l a n s ,  

B.  s t e a r o t h e r m o p h i l u s ,   B.  c o a g u l a n s ,   B.  f i r m u s ,   B .  

b r e v i s ,   B.  s p h a e r i c u s ,   B.  p a s t e u r i i ,   B.  f a s t i d i o s u s ,  

B.  l a r v a e ,   B.  l e n t i m o r b u s ,   B.  a p i a r u s ,   B.  a m v l o -  

l i q u i f a c i e n s ,   B.  l a t e r o s p o r u s ,   and  B.  p o p i l l a e .  

In  a d d i t i o n   t o   t h e   r e p r e s e n t a t i v e   S t r e p t o -  

m y c e s   and  B a c i l l u s   h o s t   c e l l s   d e s c r i b e d   a b o v e ,   t h e  

p r e s e n t   v e c t o r s   a r e   a l s o   u s e f u l   and  c an   be  t r a n s f o r m e d  

i n t o   c e l l s   o f   r e s t r i c t i o n l e s s   s t r a i n s   of   o t h e r   t a x a  

s u c h   a s ,   f o r   e x a m p l e :   S t a p h y l o c o c c u s ,   S t a p h y l o c o c c u s  

a u r e u s ,   S t r e p t o c o c c u s ,   r e l a t e d   A c t i n o m y c e t e s ,   i n c l u d i n g  

S t r e p t o s p o r a n g i u m ,   A c t i n o p l a n e s ,   N o c a r d i a ,   and   M i c r o -  

m o n o s p o r a ,   and   L a c t o b a c i l l u s .   F u r t h e r m o r e ,   t h e   m u l t i -  

f u n c t i o n a l   v e c t o r s   t h a t   c o n t a i n   an  E.  c o l i   r e p l i c o n   c a n  

a l s o   be  t r a n s f o r m e d   i n t o   E.  c o l i .   T h u s ,   t h e   v e c t o r s   o f  

t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n   h a v e   w i d e   a p p l i c a t i o n   and   a r e  

u s e f u l   and  c a n   be  t r a n s f o r m e d   i n t o   h o s t   c e l l s   of   a  

v a r i e t y   of   o r g a n i s m s .  

W h i l e   a l l   t h e   e m b o d i m e n t s   of   t h e   p r e s e n t  

i n v e n t i o n   a r e   u s e f u l ,   some  of   t h e   p r e s e n t   r e c o m b i n a n t  



DNA  c l o n i n g   v e c t o r s   and   t r a n s f o r m a n t s   a r e   m o r e   p r e -  

f e r r e d   t h a n   o t h e r s .   A c c o r d i n g l y ,   p r e f e r r e d   v e c t o r s   a r e  

p l a s m i d s   p B S l ,   pBS2 ,   p B S 5 ,   pBS7  and   pBS9;   a n d   p r e f e r r e d  

t r a n s f o r m a n t s   a r e   S t r e p t o m y c e s   a n b o f a c i e n s / p B S 1 ,   S .  

a m b o f a c i e n s / p B S 2 ,   S.  a m b o f a c i e n s / p B S 5 ,   S.  a m b o f a c i e n s / -  

pBS7 ,   S.  a m b o f a c i e n s / p B S 9 ,   B a c i l l u s   s u b t i l i s   M I l 1 2 / p B S l ,  

B.  s u b t i l i s / M I 1 1 2 / p B S 2 ,   B.  s u b t i l i s / M I 1 1 2 / p B S S ,   B .  

s u b t i l i s / M I 1 1 2 / p B S 7 ,   B.  s u b t i l i s / M I l 1 2 / p B S 9 ,   and   E .  

c o l i   K12  H B 1 0 1 / p B S 9 .  

The  r e c o m b i n a n t   DNA  c l o n i n g   v e c t o r s   a n d  

t r a n s f o r m a n t s   of   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n   h a v e   b r o a d  

u t i l i t y   a n d   h e l p   f i l l   t h e   n e e d   f o r   s u i t a b l e   m u l t i -  

f u n c t i o n a l   c l o n i n g   v e h i c l e s   f o r   u s e   in   S t r e p t o m y c e s ,  

B a c i l l u s ,   E.  c o l i ,   and   r e l a t e d   o r g a n i s m s .   M o r e o v e r ,  

t h e   a b i l i t y   o f   t h e   p r e s e n t   v e c t o r s   to   c o n f e r   r e s i s t a n c e  

to   a n t i b i o t i c s   t h a t   a r e   t o x i c   to   n o n - t r a n s f o r m e d   h o s t  

c e l l s ,   a l s o   p r o v i d e s   a  f u n c t i o n a l   m e a n s   f o r   s e l e c t i n g  

t r a n s f o r m a n t s .   T h i s   i s   i m p o r t a n t   b e c a u s e   o f   t h e   p r a c -  
t i c a l   n e c e s s i t y   f o r   d e t e r m i n i n g   and   s e l e c t i n g   t h e  

p a r t i c u l a r   c e l l s   t h a t   h a v e   a c q u i r e d   v e c t o r   DNA. 

A d d i t i o n a l   DNA  s e g m e n t s ,   t h a t   l a c k   f u n c t i o n a l   t e s t s   f o r  

t h e i r   p r e s e n c e ,   c a n   a l s o   be  i n s e r t e d   o n t o   t h e   p r e s e n t  

v e c t o r s   a n d   t h e n   t r a n s f o r m a n t s   c o n t a i n i n g   t h e   n o n -  

s e l e c t a b l e   DNA  c a n   be  i s o l a t e d   by  a p p r o p r i a t e   a n t i -  

b i o t i c   s e l e c t i o n .   S u c h   n o n - s e l e c t a b l e   DNA  s e g m e n t s   c a n  
be  i n s e r t e d   a t   any   s i t e ,   e x c e p t   w i t h i n   r e g i o n s   n e c e s -  

s a r y   f o r   p l a s m i d   f u n c t i o n   and   r e p l i c a t i o n ,   a n d   i n c l u d e ,  

b u t   a r e   n o t   l i m i t e d   t o ,   g e n e s   t h a t   s p e c i f y   a n t i b i o t i c  

m o d i f i c a t i o n   e n z y m e s   and   r e g u l a t o r y   g e n e s   o f   a l l   t y p e s .  
More   p a r t i c u l a r l y ,   a  n o n - s e l e c t a b l e   DNA  s e g -  

m e n t   t h a t   c o m p r i s e s   a  g e n e   c a n   be  i n s e r t e d   on  a  p l a s m i d  



s u c h   as   f o r   e x a m p l e ,   i l l u s t r a t i v e   p l a s m i d   p B S 9 ,   a t   t h e  

c e n t r a l   S a i l   r e s t r i c t i o n   s i t e   of   t h e   ~ 1 . 6   kb  B a m H I  

r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g   f r a g m e n t .   Such   an  i n s e r t i o n  

i n a c t i v a t e s   t h e   t h i o s t r e p t o n   r e s i s t a n c e   g e n e   and   t h u s  

a l l o w s   f o r   t h e   e a s y   i d e n t i f i c a t i o n   of   S t r e p t o m y c e s  

t r a n s f o r m a n t s   c o n t a i n i n g   t h e   r e c o m b i n a n t   p l a s m i d .   T h i s  

i s   d o n e   by  f i r s t   s e l e c t i n g   f o r   n e o m y c i n   r e s i s t a n c e   a n d ,  

s e c o n d a r i l y ,   i d e n t i f y i n g   t h o s e   n e o m y c i n   r e s i s t a n t  

S t r e p t o m y c e s   t r a n s f o r m a n t s   t h a t   a r e   n o t   r e s i s t a n t   t o  

t h i o s t r e p t o n .   In  a  s i m i l a r   m a n n e r ,   i n s e r t i o n   o f   a  DNA 

s e g m e n t   of   i n t e r e s t   a t ,   f o r   e x a m p l e ,   t h e   i n t e r n a l   B a m H I  

r e s t r i c t i o n   s i t e   of   t h e   m3.4  kb  BamHI  r e s i s t a n c e   c o n -  

f e r r i n g   f r a g m e n t   i n a c t i v a t e s   t h e   n e o m y c i n   r e s i s t a n c e  

g e n e .   T h u s ,   S t r e p t o m y c e s   t r a n s f o r m a n t s   c a r r y i n g   t h i s  

r e c o m b i n a n t   p l a s m i d   a l s o   a r e   i d e n t i f i e d   e a s i l y   by  f i r s t  

s e l e c t i n g   f o r   t h i o s t r e p t o n   r e s i s t a n c e   a n d ,   s e c o n d a r i l y ,  

i d e n t i f y i n g   t h o s e   t h i o s t r e p t o n   r e s i s t a n t   t r a n s f o r m a n t s  

t h a t   a r e   n o t   r e s i s t a n t   to   n e o m y c i n .   T h e r e f o r e ,   t h e  

a b i l i t y   to   s e l e c t   f o r   a n t i b i o t i c   r e s i s t a n c e   i n   S t r e p t o -  

m y c e s   a l l o w s   f o r   t h e   e f f i c i e n t   i s o l a t i o n   of   t h e   e x -  

t r e m e l y   r a r e   c e l l s   t h a t   c o n t a i n   t h e   p a r t i c u l a r   n o n -  

s e l e c t a b l e   DNA  of  i n t e r e s t .  

In  a d d i t i o n ,   a  n o n - s e l e c t a b l e   DNA  s e g m e n t  

t h a t   c o m p r i s e s   a  g e n e   can   a l s o   be  i n s e r t e d   on  a  p l a s m i d  

s u c h   as   f o r   e x a m p l e ,   i l l u s t r a t i v e   p l a s m i d   p B S 9 ,   a t   t h e -  

B g l I I   r e s t r i c t i o n   s i t e   of   t h e   k a n a m y c i n   r e s i s t a n c e  

c o n f e r r i n g   f r a g m e n t .   Such   an  i n s e r t i o n   i n a c t i v a t e s   t h e  

k a n a m y c i n   r e s i s t a n c e   g e n e   and  t h u s   a l l o w s   f o r   t h e   e a s y  
i d e n t i f i c a t i o n   of  B a c i l l u s   t r a n s f o r m a n t s   c o n t a i n i n g   t h e  

r e c o m b i n a n t   p l a s m i d .   T h i s   i s   d o n e   by  f i r s t   s e l e c t i n g  

f o r   c h l o r a m p h e n i c o l   r e s i s t a n c e   a n d ,   s e c o n d a r i l y ,   i d e n -  



t i f y i n g   t h o s e   c h l o r a m p h e n i c o l   r e s i s t a n t   B a c i l l u s   t r a n s -  

f o r m a n t s   t h a t   a r e   n o t   r e s i s t a n t   t o   k a n a m y c i n .   In  a  

s i m i l a r   m a n n e r ,   i n s e r t i o n   o f   a  DNA  s e g m e n t   o f   i n t e r e s t  

a t ,   f o r   e x a m p l e ,   t h e   i n t e r n a l   M b o I I   r e s t r i c t i o n   s i t e   o f  

t h e   c h l o r a m p h e n i c o l   r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g   f r a g m e n t  

i n a c t i v a t e s   t h e   c h l o r a m p h e n i c o l   r e s i s t a n c e   g e n e .   T h u s ,  

B a c i l l u s   t r a n s f o r m a n t s   c a r r y i n g   t h i s   r e c o m b i n a n t   p l a s m i d  

a l s o   a r e   i d e n t i f i e d   e a s i l y   by  f i r s t   s e l e c t i n g   f o r  

k a n a m y c i n   r e s i s t a n c e   a n d ,   s e c o n d a r i l y ,   i d e n t i f y i n g  

t h o s e   k a n a m y c i n   r e s i s t a n t   t r a n s f o r m a n t s   t h a t   a r e   n o t  

r e s i s t a n t   t o   c h l o r a m p h e n i c o l .   T h e r e f o r e ,   t h e   a b i l i t y  

to  s e l e c t   f o r   a n t i b i o t i c   r e s i s t a n c e   in   B a c i l l u s   a l s o  

a l l o w s   f o r   t h e   e f f i c i e n t   i s o l a t i o n   of   t h e   e x t r e m e l y  

r a r e   c e l l s   t h a t   c o n t a i n   t h e   p a r t i c u l a r   n o n - s e l e c t a b l e  

DNA  of   i n t e r e s t .   S i m i l a r   s e l e c t i o n s   c a n   a l s o   be  d o n e  

in   E.  c o l i .  

The  f u n c t i o n a l   t e s t   f o r   a n t i b i o t i c   r e s i s -  

t a n c e ,   as   d e s c r i b e d   h e r e i n   a b o v e ,   i s   a l s o   u s e d   t o  

l o c a t e   DNA  s e g m e n t s   t h a t   e n h a n c e   c o p y   n u m b e r   o r   a c t   a s  

c o n t r o l   e l e m e n t s   and   d i r e c t   e x p r e s s i o n   o f   an   i n d i v i d u a l  

a n t i b i o t i c   r e s i s t a n c e   g e n e .   S u c h   s e g m e n t s ,   i n c l u d i n g  

b u t   n o t   l i m i t e d   t o ,  p r o m o t e r s ,   a t t e n u a t o r s ,   r e p r e s s o r s ,  

i n d u c e r s ,   r i b o s o m a l   b i n d i n g   s i t e s ,   and  t h e   l i k e ,   a r e  

u s e d   t o   c o n t r o l   t h e   e x p r e s s i o n   o f   o t h e r   g e n e s   in   c e l l s  

of  S t r e p t o m y c e s ,   B a c i l l u s ,   E.  c o l i ,   and  r e l a t e d   o r g a n i s m s  

The  t h i o s t r e p t o n ,   n e o m y c i n ,   k a n a m y c i n ,   a n d  

c h l o r a m p h e n i c o l   r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g   v e c t o r s   of   t h e  

p r e s e n t   i n v e n t i o n   a r e   a l s o   u s e f u l   f o r   i n s u r i n g   t h a t  

l i n k e d   DNA  s e g m e n t s   a r e   s t a b l y   m a i n t a i n e d   in   h o s t   c e l l s  

o v e r   many   g e n e r a t i o n s .   T h e s e   g e n e s   or   DNA  f r a g m e n t s ,  



c o v a l e n t l y   l i n k e d   to   t h e   t h i o s t r e p t o n ,   n e o m y c i n ,  

k a n a m y c i n ,   o r   c h l o r a m p h e n i c o l   r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g  

f r a g m e n t   and   p r o p a g a t e d   e i t h e r   in   S t r e p t o m y c e s ,   B a c i l l u s ,  

E.  c o l i ,   o r   i n   t h e   c e l l s   of   r e l a t e d   o r g a n i s m s ,   a r e  

m a i n t a i n e d   by  e x p o s i n g   t h e   t r a n s f o r m a n t s   t o   l e v e l s   o f  

t h i o s t r e p t o n ,   n e o m y c i n ,   k a n a m y c i n ,   or   c h l o r a m p h e n i c o l  

t h a t   a r e   t o x i c   to   n o n - t r a n s f o r m e d   c e l l s .   T h e r e f o r e ,  

t r a n s f o r m a n t s   t h a t   l o s e   t h e   v e c t o r ,   and   c o n s e q u e n t l y  

any   c o v a l e n t l y   l i n k e d   DNA,  c a n n o t   g r o w   and  a r e   e l i m i -  

n a t e d   f r o m   t h e   c u l t u r e .   T h u s ,   t h e   v e c t o r s   of   t h e  

p r e s e n t   i n v e n t i o n   can   s t a b i l i z e   and  m a i n t a i n   a n y   DNA 

s e q u e n c e   o f   i n t e r e s t ,   p a r t i c u l a r l y   in   S t r e p t o m y c e s ,  

B a c i l l u s ,   and   E . * c o l i .  

The  c l o n i n g   v e c t o r s   and  t r a n s f o r m a n t s   of   t h e  

p r e s e n t   i n v e n t i o n   p r o v i d e   f o r   t h e   c l o n i n g   o f   g e n e s   t o  

i m p r o v e   y i e l d s   of   v a r i o u s   p r o d u c t s   t h a t   a r e   c u r r e n t l y  

p r o d u c e d   i n   S t r e p t o m y c e s   and  r e l a t e d   c e l l s .   E x a m p l e s  

of   s u c h   p r o d u c t s   i n c l u d e ,   b u t   a r e   n o t   l i m i t e d   t o ,  

S t r e p t o m y c i n ,   T y l o s i n ,   C e p h a l o s p o r i n s ,   A c t a p l a n i n ,  

N a r a s i n ,   M o n e n s i n ,   A p r a m y c i n ,   T o b r a m y c i n ,   E r y t h r o m y c i n ,  

and  t h e   l i k e .   The  p r e s e n t   i n v e n t i o n   a l s o   p r o v i d e s  

s e l e c t a b l e   v e c t o r s   t h a t   a r e   u s e f u l   f o r   c l o n i n g ,   c h a r a c -  

t e r i z i n g ,   a n d   r e c o n s t r u c t i n g   DNA  s e q u e n c e s   t h a t   c o d e  

f o r   c o m m e r c i a l l y   i m p o r t a n t   p r o t e i n s   s u c h   a s ,   f o r   e x a m -  

p l e ,   human   i n s u l i n ,   human  p r o i n s u l i n ,   g l u c a g o n ,   i n t e r -  

f e r o n ,   human   g r o w t h   h o r m o n e ,   b o v i n e   g r o w t h   h o r m o n e ,   a n d  

t h e   l i k e ;   f o r   e n z y m a t i c   f u n c t i o n s   in   m e t a b o l i c   p a t h w a y s  

l e a d i n g   t o   c o m m e r c i a l l y   i m p o r t a n t   p r o c e s s e s   and   c o m -  

p o u n d s ;   o r   f o r   c o n t r o l   e l e m e n t s   t h a t   i m p r o v e   g e n e  

e x p r e s s i o n .   T h e s e   d e s i r e d   DNA  s e q u e n c e s   i n c l u d e ,   b u t  



a r e   n o t   l i m i t e d   t o ,   DNA  t h a t   c o d e s   f o r   e n z y m e s   t h a t  

c a t a l y z e   s y n t h e s i s   o f   d e r i v a t i z e d   a n t i b i o t i c s   s u c h   a s ,  

f o r   e x a m p l e ,   S t r e p t o m y c i n ,   C e p h a l o s p o r i n ,   T y l o s i n ,  

A c t a p l a n i n ,   N a r a s i n ,   M o n e n s i n ,   A p r a m y c i n ,   T o b r a m y c i n ,  

and  E r y t h r o m y c i n   d e r i v a t i v e s ,   o r   f o r   e n z y m e s   t h a t  

m e d i a t e   and   i n c r e a s e   b i o p r o d u c t i o n   of   a n t i b i o t i c s   o r  

o t h e r   p r o d u c t s .   The  c a p a b i l i t y   f o r   i n s e r t i n g   a n d  

s t a b i l i z i n g   s u c h   DNA  s e g m e n t s   t h u s   a l l o w s   f o r   i n c r e a s -  

i n g   t h e   y i e l d   and  a v a i l a b i l i t y   o f   a n t i b i o t i c s .  

The  p r e s e n t   m u l t i f u n c t i o n a l   c l o n i n g   v e c t o r s  

a l s o   a l l o w   f o r   t h e   g e n e t i c   e x p r e s s i o n   i n   S t r e p t o m y c e s  

of   p r o d u c t s   now  b i o p r o d u c e d   in   E.  c o l i   and   B a c i l l u s .  

T h i s   i s   e s p e c i a l l y   a d v a n t a g e o u s   b e c a u s e   l a r g e   s c a l e  

S t r e p t o m y c e s   f e r m e n t a t i o n   i s   b e t t e r   known   and   u n d e r -  

s t o o d   t h a n   i s   f e r m e n t a t i o n   of   e i t h e r   B a c i l l u s   o r   E .  

c o l i .   In   f a c t ,   l a r g e   s c a l e   c o m m e r c i a l   f e r m e n t a t i o n   o f  

E.  c o l i   i s   s t i l l   h i g h l y   e x p e r i m e n t a l   and   s o m e t i m e s  

d i f f i c u l t .   The  p r e s e n t   i n v e n t i o n   c i r c u m v e n t s   t h i s  

p r o b l e m   by  p r o v i d i n g   t h e   a l t e r n a t i v e   o f   p r o d u c i n g  

c o m p o u n d s   now  b i o s y n t h e s i z e d   i n   E.  c o l i   s u c h   a s ,   f o r  

e x a m p l e ,   human   i n s u l i n ,   human  p r o i n s u l i n ,   g l u c a g o n ,  

i n t e r f e r o n ,   human   g r o w t h   h o r m o n e ,   b o v i n e   g r o w t h   h o r m o n e ,  

and   t h e   l i k e ,   i n   S t r e p t o m y c e s .   T h i s   c a n   be  d o n e   b e -  

c a u s e   t h e   p r e s e n t   v e c t o r s   a r e   h i g h l y   v e r s a t i l e   and  c a n  

a c c o m m o d a t e   e i t h e r   or   b o t h   o f   DNA  s e q u e n c e s   w h i c h  

e x p r e s s   t h e   a f o r e m e n t i o n e d   p r o d u c t s   o r   s e q u e n c e s   c o m -  

p r i s i n g   e n t i r e   p r o d u c t   p r o d u c i n g   E.  c o l i   p l a s m i d s .  

T h u s ,   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n   a l l o w s   f o r   f l e x i b i l i t y   i n  

t h e   c h o i c e   o f   h o s t s   and   p r o v i d e s   a  m e a n s   f o r   t h e   b i o -  

p r o d u c t i o n   o f   p o l y p e p t i d e s   and  o t h e r   p r o d u c t s   in   S t r e p t o -  



m y c e s ,   B a c i l l u s ,   and   E.  c o l i .   T h o s e   s k i l l e d   i n   t h e   a r t  

know  or   c a n   r e a d i l y   d e t e r m i n e   w h i c h   h o s t   i s   m o s t   a d v a n -  

t a g e o u s   f o r   b o t h   p r o d u c i n g  a   p a r t i c u l a r   p r o d u c t   and  f o r  

a  g i v e n   f e r m e n t a t i o n .  

S t r e p t o m y c e s   g r a n u l o r u b e r   No.  A 3 9 9 1 2 . 1 3 / -  

pEL103  and   B a c i l l u s   s u b t i l i s / M I 1 1 2 / p H I - 1 6 ,   as   r e s p e c -  
t i v e   s o u r c e s   o f   p l a s m i d s   pEL103  and   p H I - 1 6 ,   c a n   b e  

c u l t u r e d   in   a  n u m b e r   o f   ways   u s i n g   any   o f   s e v e r a l  

d i f f e r e n t   m e d i a .   C a r b o h y d r a t e   s o u r c e s   w h i c h   a r e   p r e -  
f e r r e d   i n   a  c u l t u r e   med ium  i n c l u d e ,   f o r   e x a m p l e ,   m o l a s -  

s e s ,   g l u c o s e ,   d e x t r i n ,   and  g l y c e r o l ,   and  n i t r o g e n  

s o u r c e s   i n c l u d e ,   f o r   e x a m p l e ,   soy   f l o u r ,   a m i n o   a c i d  

m i x t u r e s ,   and   p e p t o n e s .   N u t r i e n t   i n o r g a n i c   s a l t s   a r e  

a l s o   i n c o r p o r a t e d   and   i n c l u d e   t h e   c u s t o m a r y   s a l t s  

c a p a b l e   o f   y i e l d i n g   s o d i u m ,   p o t a s s i u m ,   a m m o n i a ,   c a l c i u m ,  

p h o s p h a t e ,   c h l o r i d e ,   s u l f a t e ,   and  l i k e   i o n s .   As  i s  

n e c e s s a r y   f o r   t h e   g r o w t h   and  d e v e l o p m e n t   o f   o t h e r  

m i c r o o r g a n i s m s ,   e s s e n t i a l   t r a c e   e l e m e n t s   a r e   a l s o  

a d d e d .   S u c h   t r a c e   e l e m e n t s   a r e   c o m m o n l y   s u p p l i e d   a s  

i m p u r i t i e s   i n c i d e n t a l   to   t h e   a d d i t i o n   of   o t h e r   c o n s t i t u -  

e n t s   o f   t h e   m e d i u m .  

S t r e p t o m y c e s   g r a n u l o r u b e r   No.  A 3 9 9 1 2 . 1 3 /  

p E L l 0 3   i s   g r o w n   u n d e r   a e r o b i c   c u l t u r e   c o n d i t i o n s  o v e r   a  

r e l a t i v e l y   w i d e  p H   r a n g e   of   a b o u t   5  to   9  a t   t e m p e r -  

a t u r e s   r a n g i n g   f r o m   a b o u t   15°  to   4 0 ° C .   For   p r o d u c t i o n  

of   p l a s m i d   pEL103   a t   h i g h e s t   c o p y   n u m b e r ,   h o w e v e r ,   i t  

i s   d e s i r a b l e   to   s t a r t   w i t h   a  c u l t u r e   m e d i u m   a t   a  pH  o f  

a b o u t   7 . 2   and   m a i n t a i n   a  c u l t u r e   t e m p e r a t u r e   o f   a b o u t  

3 0 ° C .   C u l t u r i n g   S t r e p t o m y c e s   g r a n u l o r u b e r   No.  A 3 9 9 1 2 . 1 3 /  

p E L l 0 3 ,   u n d e r   t h e   a f o r e m e n t i o n e d   c o n d i t i o n s ,   r e s u l t s   i n  



a  r e s e r v o i r   o f   c e l l s   f r o m   w h i c h   p l a s m i d   pEL103   i s   i s o -  

l a t e d   c o n v e n i e n t l y   by  t e c h n i q u e s   w e l l   known  i n   t h e   a r t .  
B a c i l l u s   s u b t i l i s   M I 1 1 2 / p H I - 1 6   i s   g r o w n   u n d e r  

a e r o b i c   c u l t u r e   c o n d i t i o n s   o v e r   a  r e l a t i v e l y   w i d e   p H  

r a n g e   o f   a b o u t   5 . 0   to   8 . 5   a t   t e m p e r a t u r e s   r a n g i n g   f r o m  

a b o u t   25°   t o   4 5 ° C .   F o r   p r o d u c t i o n   o f   p l a s m i d   p H I - 1 6  

a t   h i g h e s t   c o p y   n u m b e r ,   h o w e v e r ,   i t   i s   d e s i r a b l e   t o  

s t a r t   w i t h   a  c u l t u r e   m e d i u m   a t   a  pH  of   a b o u t   7  a n d  

m a i n t a i n   a  c u l t u r e   t e m p e r a t u r e   of   a b o u t   3 7 ° C .   C u l t u r -  

i n g   B a c i l l u s   s u b t i l i s   M I 1 1 2 / p H I - 1 6 ,   u n d e r   t h e   a f o r e -  

m e n t i o n e d   c o n d i t i o n s ,   r e s u l t s   i n   a  r e s e r v o i r   o f   c e l l s  

f r o m   w h i c h   p l a s m i d   p H I - 1 6   i s   i s o l a t e d   c o n v e n i e n t l y   b y  

t e c h n i q u e s   w e l l   known   i n   t h e   a r t .  

The  f o l l o w i n g   e x a m p l e s   f u r t h e r   i l l u s t r a t e  

and  d e t a i l   t h e   i n v e n t i o n   d i s c l o s e d   h e r e i n .   B o t h   an  e x -  

p l a n a t i o n   o f   a n d   t h e   a c t u a l   p r o c e d u r e s   f o r   c o n s t r u c t i n g  

t h e   i n v e n t i o n   a r e   d e s c r i b e d   w h e r e   a p p r o p r i a t e .  

E x a m p l e   1  

I s o l a t i o n   o f   P l a s m i d   p F L 1 0 3  

A.  C u l t u r e   o f   S t r e p t o m y c e s   g r a n u l o r u b e r  

No.  A 3 9 9 1 2 . 1 3 / p E L 1 0 3  

A  v e g e t a t i v e   i n o c u l u m   of   S t r e p t o m y c e s   g r a n u -  
l o r u b e r   No.   A 3 9 9 1 2 . 1 3 / p E L 1 0 3   (NRRL  1 2 5 4 9 )   was   c o n -  

v e n t i o n a l l y   p r e p a r e d   by  g r o w i n g   t h e   s t r a i n   u n d e r   s u b -  

m e r g e d   a e r o b i c   c o n d i t i o n s   in   50  ml .   of   s t e r i l i z e d  

t r y p t i c a s e   s o y   b r o t h *   a t   35  g . / l .   in   d e i o n i z e d   w a t e r .  

The  t r y p t i c a s e   soy  b r o t h   i n o c u l u m   was  i n c u -  

b a t e d   f o r   48  h o u r s   a t   a  t e m p e r a t u r e   of   3 0 ° C .   A f t e r  



i n c u b a t i o n ,   a b o u t   10  ml .   of   t h e   i n o c u l u m   was  t r a n s -  

f e r r e d   t o   500  ml .   of   t h e   s t e r i l i z e d   b r o t h   and   w a s  

i n c u b a t e d   f o r   a b o u t   20  h o u r s   a t   3 0 ° C .   The  pH  was  n o t  

a d j u s t e d .   A f t e r   i n c u b a t i o n ,   t h e   S t r e p t o m y c e s   r a n u -  
l o r u b e r   No.  A 3 9 9 1 2 . 1 3 / p E L 1 0 3   c e l l s   w e r e   r e a d y   f o r  

h a r v e s t   and   s u b s e q u e n t   i s o l a t i o n   of   p l a s m i d   DNA. 

*  . 
T r y p t i c a s e   soy  b r o t h   i s   o b t a i n e d   f r o m   BBL  D i v i s i o n ,  
B e c t o n - D i c k i n s o n   &  C o m p a n y ,   C o c k e y s v i l l e ,   M a r y l a n d  
2 1 0 3 0  

B.  P l a s m i d   I s o l a t i o n  

A b o u t   12  g.  (we t   w g t )   of   S t r e p t o m y c e s   g r a n u -  
l o r u b e r   No.  A 3 9 9 1 2 . 1 3 / p E L 1 0 3   c e l l s   w e r e   c e n t r i f u g e d  

(10  m i n u t e s ,   4 ° C . ,   1 0 , 0 0 0   r p m ) ,   w a s h e d   in  10%  g l y c e r o l ,  

and  t h e n   h a r v e s t e d   by  r e c e n t r i f u g a t i o n   u n d e r   t h e   a f o r e -  

m e n t i o n e d   c o n d i t i o n s .   A b o u t   50  ml.   of  TES  b u f f e r   ( . 0 1 M  

T r i s ( h y d r o x y m e t h y l ) a m i n o e t h a n e   [ T r i s ] ,   .001M  EDTA,  34% 

s u c r o s e ,   pH  8)  w e r e   a d d e d   t o  t h e   c e l l s   f o l l o w e d   b y  

a b o u t   0 . 2 5   g.   of   l y s o z y m e   in  10  m l .  o f   0 .25M  EDTA. 

A f t e r   t h e   m i x t u r e   was  i n c u b a t e d   a t   37°C .   f o r   a b o u t   1 5  

m i n u t e s ,   a b o u t   0 .5   m l .   o f   10%  T r i t o n   X-100   i n   TE  b u f f e r  

( .01M  T r i s ,   .001M  EDTA,  pH  8)  was  a d d e d .   The  r e s u l t a n t  

m i x t u r e   was  t h e n   i n c u b a t e d   a t   6 5 ° C .   f o r   a b o u t   15  m i n u t e s .  

A f t e r   t h e   l y s a t e   was  c e n t r i f u g e d   (45  m i n u t e s ,   4 ° C . ,  

1 8 , 0 0 0   r p m ) ,   t h e   s u p e r n a t a n t   was  e x t r a c t e d   f o u r   t i m e s  

w i t h   i s o a m y l   a l c o h o l   and  o n c e   w i t h   a  c h l o r o f o r m -  

i s o a m y l   a l c o h o l   s o l u t i o n   ( 2 4 : 1 ) .   N e x t ,   .1  v o l u m e   o f  

3M  s o d i u m   a c e t a t e   was  a d d e d   to   t h e   a q u e o u s   p h a s e   f o l -  

l o w e d   by  3  v o l u m e s   of   c o l d   ( - 2 0 ° C . )   95%  e t h a n o l .   T h e  

e t h a n o l   p r e c i p i t a t i o n   was  r a p i d l y   p e r f o r m e d   in   a  d r y  



i c e - e t h a n o l   b a t h   and   t h e   DNA  p r e c i p i t a t e   was   c o l l e c t e d  

by  c e n t r i f u g a t i o n   (15  m i n u t e s ,   4 ° C . ,   1 0 , 0 0 0   r p m ) .   T h e  

p r e c i p i t a t e   was  v a c u u m   d r i e d   a n d   t h e n   r e s u s p e n d e d   i n  

1 . 1   m l .   o f   STE  b u f f e r   ( . 0 1 M   T r i s ,   . 001M  EDTA,  . 0 1 M  

s o d i u m   c h l o r i d e ) .   C e n t r i f u g a t i o n   ( 4 0  h o u r s "   1 5 ° C . ,  

3 5 , 0 0 0   rpm)   u s i n g   c e s i u m   c h l o r i d e   g r a d i e n t s ,   w i t h  

e t h i d i u m   b r o m i d e ,   was  c a r r i e d   o u t   t o   p u r i f y   t h e   p l a s m i d  

DNA.  F o l l o w i n g   c e n t r i f u g a t i o n ,   t h e   d e s i r e d   p l a s m i d  

pEL103   DNA  b a n d   was  r e m o v e d   and   t h e   e t h i d i u m   b r o m i d e  

e x t r a c t e d   by  c o n v e n t i o n a l   p r o c e d u r e s .   A f t e r   p r e c i p i -  

t a t i o n   o f   t h e   DNA  in   3  v o l u m e s   o f   e t h a n o l ,   t h e   t h u s  

i s o l a t e d   p l a s m i d   pEL103   DNA  was  d i s s o l v e d   i n   1  ml .   o f  

10  f o l d   d i l u t e d   TE  b u f f e r   and   was  t h e n   s t o r e d   a t   - 2 0 ° C .  

.  E x a m p l e   2 

C o n s t r u c t i o n   o f   P l a s m i d   p L R 2  

A.  H i n d I I I   D i g e s t i o n   o f   P l a s m i d   p I J 6  

A b o u t   20  µ l .   (20  p g . )   of   p l a s m i d   p I J 6   DNA, 

d i s c l o s e d   i n   T h o m p s o n   e t   a l . ,   1 9 8 0 ,   N a t u r e   2 8 6 : 5 2 5 ,  

5  µ l .   B S A ( B o v i n e   S e r u m   a l b u m i n ,   1  m g . / m l . ) ,   19  µ l .  

w a t e r ,   1  µ l .   o f   H i n d I I I   ( c o n t a i n i n g   3  New  E n g l a n d   B i o  

L a b s   u n i t s )   r e s t r i c t i o n   e n z y m e * ,   and   5  u l .   r e a c t i o n  

m i x * *   w e r e   i n c u b a t e d   a t   3 7 ° C .   f o r   2  h o u r s .   The  r e a c -  

t i o n   was   t e r m i n a t e d   by  t h e   a d d i t i o n   o f   a b o u t   50  µ l .   o f  

4M  a m m o n i u m   a c e t a t e   and   200  µ l .   o f   95%  e t h a n o l .   T h e  

r e s u l t a n t   DNA  p r e c i p i t a t e   was  w a s h e d   t w i c e   i n   70% 

e t h a n o l ,   d r i e d   i n   v a c u o ,   s u s p e n d e d   in   20  µ l .   of  TE 

b u f f e r ,   a n d   s t o r e d   a t   - 2 0 ° C .  

* 
R e s t r i c t i o n   e n z y m e s   c a n   be  o b t a i n e d   f r o m   t h e   f o l l o w -  
i n g   s o u r c e s :  



New  E n g l a n d   Bio   L a b s . ,   I n c .  
32  T o z e r   R o a d  
B e v e r l y ,   M a s s a c h u s e t t s   0 1 9 1 5  

B o e h r i n g e r - M a n n h e i m   B i o c h e m i c a l s  
7941   C a s t l e w a y   D r i v e  
I n d i a n a p o l i s ,   I n d i a n a   4 6 2 5 0  

**  
R e a c t i o n   mix   f o r   H i n d I I I   r e s t r i c t i o n   e n z y m e   was  p r e -  
p a r e d   w i t h   t h e   f o l l o w i n g   c o m p o s i t i o n .  

600mM  N a C l  

100mM  T r i s - H C 1 ,   p H 7 . 9  

7GmM  M g C l 2  
lOmM  D i t h i o t h r e i t o l  

B.  H i n d I I I   D i g e s t i o n   o f   P l a s m i d   p B R 3 2 2  

* 
A b o u t   8  µ l .   (4  µ g . )  o f   p l a s m i d   pBR322  D N A  ,  

5  u l .   r e a c t i o n   m i x ,   5  u l .   BSA  (1  m g . / m l . ) ,   31  µ l .  

w a t e r ,   and  1  µ l .   of   H i n d I I I   r e s t r i c t i o n   e n z y m e   w e r e  

i n c u b a t e d   a t   3 7 ° C .   f o r   2  h o u r s .   A f t e r   t h e   r e a c t i o n   w a s  

t e r m i n a t e d   by  i n c u b a t i n g   a t   60°C .   f o r   10  m i n u t e s ,   a b o u t  

50  µ l .   of   ammonium  a c e t a t e   and  200  u l .   of   95%  e t h a n o l  

w e r e   a d d e d .   The  r e s u l t a n t   DNA  p r e c i p i t a t e   was  w a s h e d  

t w i c e   in   70%  e t h a n o l ,   d r i e d   in   v a c u o ,   and   s u s p e n d e d   i n  

45  µ l .   of   w a t e r .  

P l a s m i d   pBR322  c a n   be  o b t a i n e d   f r o m   B o e h r i n g e r -  
M a n n h e i m   B i o c h e m i c a l s   t h e   a d d r e s s   of   w h i c h   i s  
d i s c l o s e d   i n   E x a m p l e   2A.  -  

C.  L i g a t i o n   of  H i n d I I I   D i g e s t e d   P l a s m i d s   p I J 6   and  p B R 3 2 2  

A b o u t   20  µ l .   of   H i n d I I I   t r e a t e d   p l a s m i d   p I J 6  

( f r o m   E x a m p l e   2A) ,   20  µ l .   of   H i n d I I I   t r e a t e d   p l a s m i d  

pBR322  ( f r o m   E x a m p l e   2B) ,   5  µ l .   BSA  (1  m g . / m l . ) ,   1  µ l .  



of   T4  DNA  l i g a s e * ,   and   5  u l .   l i g a t i o n   m i x * *   w e r e  

i n c u b a t e d   a t   1 6 ° C .   f o r   4  h o u r s .   The   r e a c t i o n   was  t e r -  

m i n a t e d   by  t h e   a d d i t i o n   o f   a b o u t   50  u l .   4M  a m m o n i u m  

a c e t a t e   a n d   200  u l .   of   95%  e t h a n o l .   The  r e s u l t a n t   DNA 

p r e c i p i t a t e   was  w a s h e d   t w i c e   i n   70%  e t h a n o l ,   d r i e d   i n  

v a c u o ,   a n d   s u s p e n d e d   in   TE  b u f f e r .   The  s u s p e n d e d   DNA 

c o n s t i t u t e d   t h e   d e s i r e d   p l a s m i d   p L R 2 .  

*T4  DNA  l i g a s e   c a n   be  o b t a i n e d   f r o m   t h e   f o l l o w i n g  
s o u r c e :  

New  E n g l a n d   B io   L a b s . ,   I n c .  
32  T o z e r   R d .  
B e v e r l y ,   M a s s a c h u s e t t s   0 1 9 1 5  

* *  
L i g a t i o n   mix   was  p r e p a r e d   w i t h   t h e   f o l l o w i n g   c o m p o s i -  
t i o n .  

500mM  T r i s - H C l ,   p H 7 . 8  

200mM  D i t h i o t h r e i t o l  

100mM  M g C l 2  
lOmM  ATP 

E x a m p l e   3 

C o n s t r u c t i o n   of   E.  c o l i   K12  H B 1 0 1 / p L R 2  

A b o u t   10  ml .   o f   f r o z e n   c o m p e t e n t   E.  c o l i   K l 2  
HB101  c e l l s   ( B o l i v a r   e t   a l . ,   1 9 7 7 ,   Gene   2 : 7 5 - 9 3 )   w e r e  

p e l l e t e d   by  c e n t r i f u g a t i o n   and   t h e n   s u s p e n d e d   in   a b o u t  

10  ml .   o f   0 .01M  s o d i u m   c h l o r i d e .   N e x t ,   t h e   c e l l s   w e r e  

p e l l e t e d   a g a i n ,   r e s u s p e n d e d   in   a b o u t   10  m l .   o f   0 . 0 3 M  

c a l c i u m   c h l o r i d e ,   i n c u b a t e d   o n  i c e   f o r   20  m i n u t e s ,  

p e l l e t e d   a  t h i r d   t i m e ,   and  f i n a l l y ,   r e s u s p e n d e d   i n  

1 . 2 5   m l .   o f   0 . 0 3 M   c a l c i u m   c h l o r i d e .   The  r e s u l t a n t   c e l l  

s u s p e n s i o n   was  c o m p e t e n t   f o r   s u b s e q u e n t   t r a n s f o r m a t i o n .  



P l a s m i d   pLR2  in  TE  b u f f e r   ( p r e p a r e d   i n  

E x a m p l e   2C)  was   e t h a n o l   p r e c i p i t a t e d ,   s u s p e n d e d   i n  

150  µ l .   o f   30mM  c a l c i u m   c h l o r i d e   s o l u t i o n ,   a n d   g e n t l y  

m i x e d   in   a  t e s t   t u b e   w i t h   a b o u t   200  u l .   of   c o m p e t e n t   E .  

c o l i   K12  HB101  c e l l s .   The  r e s u l t a n t   m i x t u r e   was  i n -  

c u b a t e d   on  i c e   f o r   a b o u t   45  m i n u t e s   and   t h e n   a t   4 2 ° C .  

f o r   a b o u t   1  m i n u t e .   N e x t ,   a b o u t   3  ml .   of   L - b r o t h  

( B e r t a n i ,   1 9 5 1 ,   J .   B a c t e r i o l o g y   6 2 : 2 9 3 )   c o n t a i n i n g  

50  u g . / m l .   o f   a m p i c i l l i n   was  a d d e d .   The  m i x t u r e   w a s  

i n c u b a t e d   w i t h   s h a k i n g   a t   3 7 ° C .   f o r   1  h o u r   a n d   t h e n  

p l a t e d   on  L - a g a r   ( M i l l e r ,   1 9 7 2 ,   E x p e r i m e n t s   i n   M o l e c u l a r  

G e n e t i c s ,   C o l d   S p r i n g   H a r b o r   L a b s ,   C o l d   S p r i n g   H a r b o r ,  

New  York)   c o n t a i n i n g   a m p i c i l l i n .   S u r v i v i n g   c o l o n i e s  

w e r e   s e l e c t e d   a n d   t e s t e d   f o r   t h e   e x p e c t e d   p h e n o t y p e  
(AmpR,  T e t s ) ,   a n d   c o n s t i t u t e d   t h e   d e s i r e d   E.  c o l i   K 1 2  

H B 1 0 1 / p L R 2   t r a n s f o r m a n t s .  

E x a m p l e   4 

C o n s t r u c t i o n   of   P l a s m i d   p L R l  

P l a s m i d   pLR1  was  p r e p a r e d   i n   s u b s t a n t i a l  

a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g   of   E x a m p l e   2A-C  e x c e p t  
t h a t   p l a s m i d   p I J 2 ,   d i s c l o s e d   in   T h o m p s o n   e t   a l . ,   1 9 8 0 ,  

N a t u r e   2 8 6 : 5 2 5 ,   was  u s e d   in   p l a c e   of   p l a s m i d   p I J 6 .   T h e  

d e s i r e d   p l a s m i d   p L R l   was  s u s p e n d e d   in   TE  b u f f e r .  

E x a m p l e   5 

C o n s t r u c t i o n   of  E.  c o l i   K12  H B 1 0 1 / p L R 1  

The  d e s i r e d   c o n s t r u c t i o n   was  c a r r i e d   o u t   i n  

s u b s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g   o f   E x a m p l e   3 

e x c e p t   t h a t   p l a s m i d   pLRl ,   r a t h e r   t h a n   p l a s m i d   pLR2,   w a s  

u s e d   f o r   t r a n s f o r m a t i o n .   S u r v i v i n g   c o l o n i e s   w e r e  



s e l e c t e d   and   t e s t e d   f o r   t h e   e x p e c t e d   p h e n o t y p e   (AmpR,  

T e t S ) ,   and   c o n s t i t u t e d   t h e   d e s i r e d   E.  c o l i   Kl2  H B 1 0 1 /  

pLRl   t r a n s f o r m a n t s .  

E x a m p l e   6 

C o n s t r u c t i o n   o f   P l a s m i d s   pEL107   and  p E L 1 0 5  

A.  BamHI  D i g e s t i o n   of   P l a s m i d   pLR2  and  I s o l a t i o n   o f  

t h e   ~ 1 . 6   kb  T h i o s t r e p t o n   R e s i s t a n c e   C o n f e r r i n g  

F r a g m e n t  

A b o u t   50  ug .   o f   p l a s m i d   pLR2  DNA,  10  u l   r e a c -  

t i o n   m i x * ,   10  u l .   BSA  (1  m g . / m l . ) ,   29  u l .   w a t e r ,   a n d  

1  u l .   (4  u n i t s / u l )   of   BamHI  r e s t r i c t i o n   e n z y m e   w e r e  

i n c u b a t e d   a t   3 7 ° C .   f o r   2  h o u r s .   A f t e r   a d d i n g   an  e q u a l  

v o l u m e   of   4M  ammon ium  a c e t a t e   a n d   2 . 5   v o l u m e s   o f   95% 

e t h a n o l ,   t h e   m i x t u r e   was  c o o l e d   a t   - 2 0 ° C .   f o r   a b o u t   1 8  

h o u r s   t o   p r e c i p i t a t e   t h e   DNA.  The  DNA  p r e c i p i t a t e   w a s  

c o l l e c t e d   by  c e n t r i f u g a t i o n   and   t h e n   s u s p e n d e d   i n   a b o u t  

50  u l .   o f   TE  b u f f e r .   The  d e s i r e d   ~ 1 . 6   kb  BamHI  r e s t r i c -  

t i o n   f r a g m e n t   was  i s o l a t e d   c o n v e n t i o n a l l y   f r o m   t h e   DNA 

s u s p e n s i o n   by  g e l   e l e c t r o p h o r e s i s .   F o l l o w i n g   i s o l a t i o n ,  

t h e   f r a g m e n t   was   r e s u s p e n d e d   i n   a b o u t   20  µ l .   o f   TE 

b u f f e r   f o r   s u b s e q u e n t   l i g a t i o n .  

* R e a c t i o n   m i x   f o r   BamHI  r e s t r i c t i o n   e n z y m e   was  p r e p a r e d  
w i t h   t h e   f o l l o w i n g   c o m p o s i t i o n .  

1 .5M  N a C l  
60mM  T r i s - H C l ,   p H 7 . 9  
60mM  M g C l 2  

B.  P a r t i a l   BamHI  D i g e s t i o n   o f   P l a s m i d   p E L 1 0 3  

A b o u t   20  ug .   of   p l a s m i d   pEL103  DNA,  10  u l .  

r e a c t i o n   m i x ,   10  u l .   BSA  (1  m g . / m l . ) ,   39  u l .   w a t e r ,   a n d  



1  µ l .   of   BamHI  r e s t r i c t i o n   e n z y m e   ( p r e p a r e d   by  d i l u t i n g  

2  u l .   of   e n z y m e   in   8  u l .   o f   w a t e r )   w e r e   i n c u b a t e d   a t  

a m b i e n t   t e m p e r a t u r e   f o r   a b o u t   15  m i n u t e s .   A f t e r   a d d i n g  

an  e q u a l   v o l u m e   of   4M  a m m o n i u m   a c e t a t e   and  2  v o l u m e s   o f  

95%  e t h a n o l ,  t h e   m i x t u r e   was  c o o l e d   a t   - 2 0 ° C .   f o r   a b o u t  

18  h o u r s   t o   p r e c i p i t a t e   t h e   DNA.  The  DNA  p r e c i p i t a t e  

was  c o l l e c t e d   by  c e n t r i f u g a t i o n ,   r i n s e d   in   70%  e t h a n o l ,  

d r i e d   in   v a c u o ,   and  t h e n   s u s p e n d e d   in  a b o u t   50  u l .   o f  

TE  b u f f e r .  

C.  L i g a t i o n  

A  m i x t u r e   o f   a b o u t   20  µg.  of  t h e   p a r t i a l l y  

d i g e s t e d   p l a s m i d   pEL103   DNA,  10  µg.  of   t h e   ~ 1 . 6   kb  B a m H I  

r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   o f   p l a s m i d   pLR2,   5  µ l .   l i g a t i o n  

m i x ,  5   u l .   BSA  (1  m g . / m l . ) ,   10  µ l .   w a t e r ,   a n d   1  µ l .   T4 

DNA  l i g a s e   w e r e   i n c u b a t e d   a t   a b o u t   1 6 ° C .   f o r   a b o u t   4 

h o u r s .   A f t e r   a d d i n g   40  u l .   o f   4M  ammonium  a c e t a t e   a n d  

200  µ l .   o f   c o l d   e t h a n o l ,   t h e   m i x t u r e   was  c o o l e d   t o   - 2 0 ° C .  

f o r   a b o u t   18  h o u r s   to   p r e c i p i t a t e   t h e   DNA.  The  DNA 

p r e c i p i t a t e   was  c o l l e c t e d   by  c e n t r i f u g a t i o n ,   w a s h e d  

w i t h   70%  e t h a n o l ,   c o l l e c t e d   a g a i n ,   and  t h e n   s u s p e n d e d  

in   50  µ l .   o f   m e d i u m   P  (Hopwood   and  W r i g h t   1 9 7 8 ,   J .  

M o l e c u l a r   and   G e n e r a l   G e n e t i c s   1 6 2 : 3 0 7 )   f o r   s u b s e q u e n t  

t r a n s f o r m a t i o n .  

R e c o m b i n a n t   p l a s m i d s   of  v a r i o u s   t y p e s   r e s u l t  

d e p e n d i n g   u p o n   w h i c h   of   t h e   p o s s i b l e   pEL103   r e s t r i c t i o n  

f r a g m e n t s   b e c o m e s   l i g a t e d   to   t h e   ~ 1 . 6   kb  BamHI  t h i o -  

s t r e p t o n   r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g   f r a g m e n t .   L i g a t i o n   t o  

t h e   ~ 2 . 8   kb  BamHI  r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   of   p l a s m i d   p E L 1 0 3  

r e s u l t s   i n   t h e   d e s i r e d   ~ 4 . 4   kb  p l a s m i d s   pEL107   a n d  

p E L 1 0 5 .   R e c o m b i n a n t   p l a s m i d s   of  two  o r i e n t a t i o n s  



r e s u l t   b e c a u s e   t h e   ~ 1 . 6   kb  BamHI  r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g  

f r a g m e n t   c a n   be  o r i e n t e d   i n   e i t h e r   d i r e c t i o n .   A  

r e s t r i c t i o n   s i t e   and   f u n c t i o n a l   map  of   e a c h   o f   p l a s m i d s  

pEL107   and   pEL105   i s   p r e s e n t e d   in   F i g u r e   8  o f   t h e  

a c c o m p a n y i n g   d r a w i n g s .  

T h o s e   s k i l l e d   i n   t h e   a r t   w i l l   r e c o g n i z e   a n d  

u n d e r s t a n d   t h a t   t h e   p a r t i a l   BamHI  d i g e s t i o n   o f   p l a s m i d  

pEL103   p r o d u c e s   a  m i x t u r e   o f   d i f f e r e n t   r e s t r i c t i o n  

f r a g m e n t s   t h a t   c a n   be  l i g a t e d   w i t h   e a c h   o t h e r   and   a l s o  

w i t h   one   o r   more   r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g   DNA  f r a g m e n t s   t o  

p r o d u c e   s e v e r a l   a d d i t i o n a l   r e c o m b i n a n t   p l a s m i d s .   A n y  
a d d i t i o n a l   p l a s m i d s   t h a t   c o n t a i n   t h e   ~ 2 . 8   kb  B a m H I  

o r i g i n   o f   r e p l i c a t i o n   c o n t a i n i n g   f r a g m e n t   c a n   a l s o   b e  

u s e d   to   f u r t h e r   e x e m p l i f y   t h e   c o n s t r u c t i o n   o f   t h e  

p r e s e n t   i n v e n t i o n .   The  a f o r e m e n t i o n e d   a d d i t i o n a l  

p l a s m i d s   c a n   be  c o n v e n t i o n a l l y   t r a n s f o r m e d   i n t o   a p p r o -  

p r i a t e   h o s t   c e l l s   a n d   t h e n   i d e n t i f i e d   by  r e s t r i c t i o n  

e n z y m e   and   g e l   e l e c t r o p h o r e t i c   a n a l y s i s .  

E x a m p l e   7 

C o n s t r u c t i o n   o f   S t r e p t o m y c e s   a m b o f a c i e n s / p E L 1 0 7   a n d  

S.  a m b o f a c i e n s / p E L 1 0 5  

U s i n g   a b o u t   20  ug .   of   t h e   DNA  f r o m   E x a m p l e   6C 

and   1X109  p r o t o p l a s t s   ( p r e p a r e d   a c c o r d i n g   t o   B a l t z ,   1 9 7 8 ,  

J .   o f   G e n e r a l   M i c r o b i o l o g y   1 0 7 : 9 3 )   o f   S t r e p t o m y c e s   a m b o -  

f a c i e n s ,   a  s t r a i n   d e p o s i t e d   and   made  p a r t   o f   t h e   p e r m a -  

n e n t   s t o c k   c u l t u r e   c o l l e c t i o n   of  t h e   N o r t h e r n   R e g i o n a l  

R e s e a r c h   L a b o r a t o r y ,   P e o r i a ,   I l l i n o i s ,   f r o m   w h i c h   i t   i s  

a v a i l a b l e   to   t h e   p u b l i c   u n d e r   t h e   a c c e s s i o n   n u m b e r   NRRL 

2 4 2 0 ,   t h e   d e s i r e d   c o n s t r u c t i o n s   w e r e   made  i n   s u b s t a n t i a l  

a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g   of   I n t e r n a t i o n a l   P u b l i c a -  



t i o n   (of   I n t e r n a t i o n a l   P a t e n t   A p p l i c a t i o n   No.  P C T / G B 7 9 /  

00095)   No.  W 0 7 9 / 0 1 1 6 9 ,   E x a m p l e   2.  The  d e s i r e d   t r a n s -  

f o r m a n t s   w e r e   s e l e c t e d   f o r   t h i o s t r e p t o n   r e s i s t a n c e   b y  

o v e r l a y i n g   t h e   r e g e n e r a t i n g   p r o t o p l a s t s   w i t h   m o d i f i e d  

R2  m e d i u m   ( B a l t z ,   1 9 7 8 ,   J .   of   G e n e r a l   M i c r o b i o l o g y  .  

1 0 7 : 9 3 )   t o p   a g a r   c o n t a i n i n g   s u f f i c i e n t   t h i o s t r e p t o n   t o  

b r i n g   t h e   f i n a l   p l a t e   c o n c e n t r a t i o n   to   50  µ g . / m l .   T h e  

r e s u l t a n t   S t r e p t o m y c e s   a m b o f a c i e n s / p E L 1 0 7   and  S .  

a m b o f a c i e n s / p E L 1 0 5   t h i o s t r e p t o n   r e s i s t a n t   c o l o n i e s   w e r e  

i s o l a t e d   a c c o r d i n g   to   known  p r o c e d u r e s ,   c u l t u r e d ,   a n d  

t h e n   i d e n t i f i e d   by  r e s t r i c t i o n   e n z y m e   and  g e l   e l e c t r o -  

p h o r e t i c   a n a l y s i s   of   t h e   c o n s t i t u t i v e   p l a s m i d s .  

A c c o r d i n g l y ,   v e g e t a t i v e   i n o c u l a   (10  m l . )   o f  

d i f f e r e n t   i s o l a t e d   c o l o n i e s   a r e   c o n v e n t i o n a l l y   p r e p a r e d  

b y  i n o c u l a t i n g   t r y p t i c a s e   soy  b r o t h   c o n t a i n i n g   s u f f i c i e n t  

t h i o s t r e p t o n   t o   b r i n g   t h e   f i n a l   c o n c e n t r a t i o n   t o  

50  µ g . / m l .   S e v e r a l   i n o c u l a   a r e   p r e p a r e d   and  t h e   f o l l o w -  

i n g   p r o c e d u r e   p e r f o r m e d   u n t i l   a l l   t h e   d e s i r e d   t r a n s - .  

f o r m a n t   t y p e s   and   c o n s t i t u t i v e   p l a s m i d s   a r e   i s o l a t e d .  

T h u s ,   a f t e r   c e l l s   a r e   i n c u b a t e d   a t   3 0 ° C .   u n t i l   f u l l y  

g r o w n ,   6  m l .   o f   t h e   c e l l   c o n t a i n i n g   b r o t h   a r e   c e n t r i -  

f u g e d .   The  r e s u l t a n t   p e l l e t   i s   w a s h e d   in   TE  b u f f e r ,  

p e l l e t e d   a g a i n ,   and   t h e n   s u s p e n d e d   i n   400  u l .   50mM 

T r i s ,   pH  8 . 0 .   N e x t ,   a b o u t   80  µ l .   of   .25M  EDTA,  20  µ l .  

R N a s e ,   and   100  u l .   (10  m g . / m l .   in   TE)  l y s o z y m e   a r e  

a d d e d .   A f t e r   t h e   m i x t u r e   i s   i n c u b a t e d   a t  3 7 ° C .   f o r  

a b o u t   15  m i n u t e s ,   a b o u t   10  u l .   of   10%  T r i t o n   X - 1 0 0  

and  150  p l .   5M  NaCl   a r e   a d d e d   f o l l o w e d   by  a  f i n a l  

i n c u b a t i o n   a t   60°C .   f o r   15  m i n u t e s .   The  r e s u l t a n t  

l y s a t e   i s   c e n t r i f u g e d   (15  m i n u t e s ,   4 ° C . ,   1 5 , 0 0 0   r p m )  



and   t h e n   t h e   s u p e r n a t a n t   i s   c o n v e n t i o n a l l y   e x t r a c t e d  

t w i c e   w i t h   p h e n o l ,   o n c e   w i t h   a  c h l o r o f o r m - i s o a m y l  

a l c o h o l   s o l u t i o n   ( 2 4 : 1 ) ,   and   t h e n   e t h a n o l   p r e c i p i t a t e d .  

The  i d e n t i t y   of   t h e   c o n s t i t u t i v e   p l a s m i d s   and  t h u s   t h e  

t r a n s f o r m a n t s   i s   d e t e r m i n e d   c o n v e n t i o n a l l y   by  r e s t r i c -  

t i o n   e n z y m e   and  g e l   e l e c t r o p h o r e t i c   a n a l y s i s .  

E x a m p l e   8 

C o n s t r u c t i o n   o f   P l a s m i d s   p E L 1 0 9   and  p E L 1 1 0  

A.  P a r t i a l   BamHI  D i g e s t i o n   of   P l a s m i d   pLRl  and  I s o -  

l a t i o n   o f   t h e   ~ 3 . 4   kb  N e o m y c i n   R e s i s t a n c e   C o n f e r -  

r i n g   F r a g m e n t  

The  d e s i r e d   p a r t i a l   d i g e s t i o n   and  i s o l a t i o n  

a r e   c a r r i e d   o u t   i n   s u b s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e  

t e a c h i n g   o f   E x a m p l e   6B.  The  ~ 3 . 4   kb  BamHI  r e s t r i c t i o n  

f r a g m e n t   i s   s u s p e n d e d   i n   a b o u t   20  u l .   of   TE  b u f f e r   f o r  

s u b s e q u e n t   l i g a t i o n .  

B.  L i g a t i o n  

The  ~ 3 . 4   kb  BamHI  n e o m y c i n   r e s i s t a n c e   c o n -  

f e r r i n g   r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   i s   l i g a t e d   to   p a r t i a l l y  

BamHI  d i g e s t e d   p l a s m i d   pEL103   ( p r e p a r e d   in   E x a m p l e   6B) 

i n   s u b s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g   o f   E x a m p l e  

6 C .  

R e c o m b i n a n t   p l a s m i d s   of   v a r i o u s   t y p e s   r e s u l t  

d e p e n d i n g  u p o n   w h i c h   o f   t h e   p o s s i b l e   pEL103  r e s t r i c t i o n  

f r a g m e n t s   b e c o m e s   l i g a t e d   to   t h e   ~ 3 . 4   kb  BamHI  n e o m y c i n  

r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g   f r a g m e n t .   L i g a t i o n   to   t h e   ~ 2 . 8   k b  

BamHI  r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   o f   p l a s m i d   pEL103  r e s u l t s   i n  

t h e   d e s i r e d   ~ 6 . 2   kb  p l a s m i d s   pEL109   and  p E L l l O .   R e c o m -  



b i n a n t   p l a s m i d s   of   two  o r i e n t a t i o n s   r e s u l t   b e c a u s e   t h e  

~ 3 . 4   kb  BamHI  r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g   f r a g m e n t   c a n   b e  

o r i e n t e d   in   e i t h e r   d i r e c t i o n .   A  r e s t r i c t i o n   s i t e   a n d  

f u n c t i o n a l   map  o f   e a c h   of   p l a s m i d s   pEL109   a n d   p E L 1 1 0  

i s   p r e s e n t e d   i n   F i g u r e   9  o f   t h e   a c c o m p a n y i n g   d r a w i n g s .  

T h o s e   s k i l l e d   in   t h e   a r t   w i l l   r e c o g n i z e   a n d  

u n d e r s t a n d ,   as   d e s c r i b e d   in   E x a m p l e   6C,  t h a t   a d d i t i o n a l  

r e c o m b i n a n t   p l a s m i d s   c o n t a i n i n g   t h e   ~ 2 . 8   kb  BamHI  o r i g i n  

of  r e p l i c a t i o n   c o n t a i n i n g   f r a g m e n t   c an   be  g e n e r a t e d   b y  

t h e   a b o v e   p r o c e d u r e .   T h e s e   p l a s m i d s   c a n   be  u s e d   t o  

f u r t h e r   e x e m p l i f y   t h e   c o n s t r u c t i o n   o f   t h e   p r e s e n t  

i n v e n t i o n .   The  a f o r e m e n t i o n e d   a d d i t i o n a l   p l a s m i d s   c a n  

be  c o n v e n t i o n a l l y   t r a n s f o r m e d   and  t h e n   i d e n t i f i e d   b y  

r e s t r i c t i o n   e n z y m e   and   g e l   e l e c t r o p h o r e t i c   a n a l y s i s .  

E x a m p l e   9 

C o n s t r u c t i o n   o f   S t r e p t o m y c e s   a n b v f a c i e n s / p E L 1 0 9  

and  S.  a m b o f a c i e n s / p E L l l O  

U s i n g   a b o u t   20  u g .  o f   t h e   DNA  f r o m   E x a m p l e   8 

and  1X108  p r o t o p l a s t s   of   S t r e p t o m y c e s   a m b o f a c i e n s   (NRRL 

No.  2 4 2 0 ) ,   t h e   d e s i r e d   c o n s t r u c t i o n s   a r e   made  i n  

s u b s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g   of   I n t e r n a t i o n -  

a l   P u b l i c a t i o n   (of   I n t e r n a t i o n a l   P a t e n t   A p p l i c a t i o n   N o .  

P C T / G B 7 9 / 0 0 0 9 5 )   No.  W 0 7 9 / 0 1 1 6 9 ,   E x a m p l e   2.  The  d e s i r e d  

t r a n s f o r m a n t s   a r e   s e l e c t e d   f o r   n e o m y c i n   r e s i s t a n c e   b y  

o v e r l a y i n g   t h e   r e g e n e r a t i n g   p r o t o p l a s t s   w i t h   m o d i f i e d  

R2  m e d i u m   t o p   a g a r   c o n t a i n i n g   s u f f i c i e n t   n e o m y c i n *   t o  

b r i n g   t h e   f i n a l   p l a t e   c o n c e n t r a t i o n   to   1  u g . / m l .  

The  r e s u l t a n t   S t r e p t o m y c e s   a m b o f a c i e n s / p E L 1 0 9  

and  S.  a m b o f a c i e n s / p E L 1 1 0   n e o m y c i n   r e s i s t a n t   c o l o n i e s  



a r e   i s o l a t e d   a c c o r d i n g   to   known  p r o c e d u r e s   c u l t u r e d ,  

and   t h e n   i d e n t i f i e d   by  r e s t r i c t i o n   e n z y m e   and   g e l  

e l e c t r o p h o r e t i c   a n a l y s i s   o f   t h e   c o n s t i t u t i v e   p l a s m i d s .  

The  i d e n t i t y   o f   t h e   c o n s t i t u t i v e   p l a s m i d s   and   t h u s   t h e  

t r a n s f o r m a n t s   i s   d e t e r m i n e d   i n   s u b s t a n t i a l   a c c o r d a n c e  

w i t h   t h e   t e a c h i n g   o f   E x a m p l e   7  e x c e p t   t h a t   n e o m y c i n  

(1  µ g . / m l . ) ,   r a t h e r   t h a n   t h i o s t r e p t o n ,   i s   a d d e d   t o   t h e  

t r y p t i c a s e   soy   b r o t h .  

* A n t i b i o t i c   n e o m y c i n   c an   be  o b t a i n e d   f r o m   S i g m a ,   S t .  
L o u i s ,   M i s s o u r i .  

E x a m p l e   1 0  

C o n s t r u c t i o n   o f   P l a s m i d s   p E L l 1 3   and   p E L l 1 4  

P l a s m i d   p E L 1 0 7   i s   i s o l a t e d   f r o m   S t r e p t o m y c e s  

a m b o f a c i e n s / p E L 1 0 7   ( p r e p a r e d   i n   E x a m p l e   7)  a c c o r d i n g   t o  

t h e   p r o c e d u r e   o f   E x a m p l e   1  and  t h e n   i s   p a r t i a l l y  

d i g e s t e d   w i t h   BamHI  r e s t r i c t i o n   e n z y m e   i n   s u b s t a n t i a l  

a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g  o f   E x a m p l e   6B.  T h e  

p a r t i a l   BamHI  d i g e s t   i s   t h e n   l i g a t e d ,   i n   s u b s t a n t i a l  

a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g   of   E x a m p l e   6C,  w i t h   t h e  

~ 3 . 4   kb  n e o m y c i n   r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g   BamHI  f r a g m e n t  

( p r e p a r e d   i n   E x a m p l e   8A)  o f   p l a s m i d   pLRl   to   p r o d u c e   t h e  

d e s i r e d   p l a s m i d s .   The  i n s e r t i o n a l   i s o m e r s   o f   p l a s m i d s  

pEL113   and  p E L l l 4   a r e   a l s o   p r o d u c e d   s i n c e   p l a s m i d  

pEL107   h a s   m o r e   t h a n   a  s i n g l e   BamHI  r e s t r i c t i o n   s i t e   f o r  

t h e   i n s e r t i o n   o f   t h e   n e o m y c i n   r e s i s t a n c e   f r a g m e n t .  

R e c o m b i n a n t   p l a s m i d s   of   two  o r i e n t a t i o n s   r e s u l t   b e c a u s e  

t h e   ~ 3 . 4   kb  BamHI  n e o m y c i n   r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g   f r a g m e n t  

c a n   be  o r i e n t e d   i n   e i t h e r   d i r e c t i o n .  A   r e s t r i c t i o n  



s i t e   and   f u n c t i o n a l   map  o f   e a c h   of   p l a s m i d s   p E L l l 3   a n d  

pEL114   i s   p r e s e n t e d   i n   F i g u r e   10  of   t h e   a c c o m p a n y i n g  

d r a w i n g s .  

E x a m p l e   1 1  

C o n s t r u c t i o n   of   S t r e p t o m y c e s   a m b o f a c i e n s / p E L 1 1 3   a n d  

S.  a m b o f a c i e n s / p E L l 1 4  

U s i n g   20  µg.  of  t h e   DNA  f rom  E x a m p l e   10  a n d  

1X108  p r o t o p l a s t s   of   S t r e p t o m y c e s   a m b o f a c i e n s   (NRRL  N o .  

2 4 2 0 ) ,   t h e   d e s i r e d   c o n s t r u c t i o n s   a r e   made  i n   s u b s t a n t i a l  

a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g   of   I n t e r n a t i o n a l   P u b l i c a t i o n  

(o f   I n t e r n a t i o n a l   P a t e n t   A p p l i c a t i o n   No.  P C T / G B 7 9 / 0 0 0 9 5 )  

No.  W 0 7 9 / 0 1 1 6 9 ,   E x a m p l e   2.  The  d e s i r e d   t r a n s f o r m a n t s  

a r e   s e l e c t e d   f i r s t   f o r   t h i o s t r e p t o n   r e s i s t a n c e   and   t h e n  

f o r   n e o m y c i n   r e s i s t a n c e   by  t h e   m e t h o d s   d e s c r i b e d   i n  

E x a m p l e s   7  a n d   9  a b o v e .   The  r e s u l t a n t   S t r e p t o m y c e s  

a m b o f a c i e n s / p E L 1 1 3   a n d   S.  a m b o f a c i e n s / p E L 1 1 4   t h i o -  

s t r e p t o n   a n d   n e o m y c i n   r e s i s t a n t   c o l o n i e s   a r e   i s o l a t e d  

a c c o r d i n g   t o   known   p r o c e d u r e s ,   c u l t u r e d ,   a n d   t h e n  

i d e n t i f i e d   by  r e s t r i c t i o n   e n z y m e   and  g e l   e l e c t r o p h o r e t i c  

a n a l y s i s   o f   t h e   c o n s t i t u t i v e   p l a s m i d s .   The  i d e n t i t y   o f  

t h e   c o n s t i t u t i v e   p l a s m i d s   and  t h u s   t h e   t r a n s f o r m a n t s   i s  

d e t e r m i n e d   i n   s u b s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g  

of   E x a m p l e   7  e x c e p t   t h a t   n e o m y c i n   (1  µ g . / m l . )   a n d  

t h i o s t r e p t o n   (50  µ g . / m l . )   a r e   b o t h   a d d e d   to   t h e   t r y p t i -  

c a s e   soy   b r o t h .  



E x a m p l e   1 2  

C o n s t r u c t i o n   o f   P l a s m i d s   p E L 1 1 5   and   p E L 1 1 6  

The  d e s i r e d   p l a s m i d s   a r e   c o n s t r u c t e d   i n  

s u b s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g   o f   E x a m p l e   1 0  

w i t h   t h e   e x c e p t i o n   t h a t   p l a s m i d   p E L 1 0 5 ,   r a t h e r   t h a n  

p l a s m i d   p E L 1 0 7 ,   i s   u s e d   i n   t h e   p a r t i a l   BamHI  d i g e s t i o n .  

The  i n s e r t i o n a l   i s o m e r s   o f   p l a s m i d s   pEL115   a n d   p E L 1 1 6  

a r e   a l s o   p r o d u c e d   s i n c e   p l a s m i d   pEL105   h a s  m o r e   t h a n  

a  s i n g l e   BamHI  r e s t r i c t i o n   s i t e   f o r   t h e   i n s e r t i o n   o f  

t h e   n e o m y c i n   r e s i s t a n c e   f r a g m e n t .   R e c o m b i n a n t   p l a s m i d s  

of   two  o r i e n t a t i o n s   r e s u l t   b e c a u s e   t h e   ~ 3 . 4   kb  B a m H I  

n e o m y c i n   r e s i s t a n c e   c o n f e r r i n g   f r a g m e n t   c a n   be   o r i e n t e d  

in   e i t h e r   d i r e c t i o n .   A  r e s t r i c t i o n   s i t e   and   f u n c t i o n a l  

m a p   of   e a c h   o f   p l a s m i d s   p E L 1 1 5   and   pEL116   i s   p r e s e n t e d  

i n   F i g u r e   11  of   t h e   a c c o m p a n y i n g   d r a w i n g s .  

E x a m p l e   1 3  

C o n s t r u c t i o n   of   S t r e p t o m y c e s  a m b o f a c i e n s / p E L 1 1 5   a n d  

S.  a m b o f a c i e n s / p E L 1 1 6  

U s i n g   20  u g . o f   t h e   DNA  f r o m   E x a m p l e   1 2 ,   t h e  

d e s i r e d   c o n s t r u c t i o n s   a r e   made   i n   s u b s t a n t i a l   a c c o r d -  

a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g   o f   E x a m p l e   11.   The  r e s u l t a n t  

S t r e p t o m y c e s   a m b o f a c i e n s / p E L 1 1 5   and   S.  a m b o f a c i e n s /  

p E L 1 1 6   t h i o s t r e p t o n   and   n e o m y c i n   r e s i s t a n t   c o l o n i e s   a r e  

i s o l a t e d   a c c o r d i n g   t o   known   p r o c e d u r e s ,   c u l t u r e d ,   a n d  

t h e n   i d e n t i f i e d   by  r e s t r i c t i o n   e n z y m e   and  g e l   e l e c t r o -  

p h o r e t i c   a n a l y s i s   o f   t h e   c o n s t i t u t i v e   p l a s m i d s   i n  

s u b s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g   of   E x a m p l e   1 1 .  



E x a m p l e   14  

C o n s t r u c t i o n   of   P l a s m i d s   pEL121   and  p E L 1 2 2  

The  d e s i r e d   p l a s m i d s   a r e   o b t a i n e d   by  l i g a t i n g  

a  p a r t i a l   BamHI  d i g e s t   o f   p l a s m i d   pEL107  o n t o   B a m H I  

d i g e s t e d   p l a s m i d   pBR322  i n   s u b s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h  

t h e   l i g a t i o n   p r o c e d u r e   o f   E x a m p l e   6C.  P l a s m i d   p E L 1 0 7  

i s   i s o l a t e d   f r o m   S t r e p t o m y c e s   a m b o f a c i e n s / p E L 1 0 7  

( p r e p a r e d   i n   E x a m p l e   7)  in   s u b s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h  

t h e   t e a c h i n g   of   E x a m p l e   1  and   t h e n   p a r t i a l l y   B a m H I  

d i g e s t e d   a c c o r d i n g   t o   t h e   p r o c e d u r e   of   E x a m p l e   6B.  T h e  

BamHI  d i g e s t e d   p l a s m i d   pBR322  i s   p r e p a r e d   i n   s u b s t a n -  

t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   p r o c e d u r e   of   E x a m p l e   2B  w i t h  

t h e   e x c e p t i o n   t h a t   BamHI ,   r a t h e r   t h a n   H i n d I I I ,   r e s t r i c -  

t i o n   e n z y m e   i s   u s e d .   The  d e s i r e d   p l a s m i d   DNA  i s   c o l -  

l e c t e d   by  c e n t r i f u g a t i o n ,   w a s h e d   w i t h   70%  e t h a n o l ,  

d r i e d  i n   v a c u o ,   and   t h e n   s u s p e n d e d   in   50  u 1 .   o f   TE 

b u f f e r .   In   a d d i t i o n ,   t h e   i n s e r t i o n a l   i s o m e r s   of   p l a s m i d s  

pEL121   and   p E L l 2 2   a r e   a l s o   p r o d u c e d   s i n c e   p l a s m i d  

pEL107   h a s   m o r e   t h a n   a  s i n g l e   BamHI  r e s t r i c t i o n   s i t e  

f o r   t h e   i n s e r t i o n   o f   t h e   r e s t r i c t e d   p l a s m i d   p B R 3 2 2 .  

R e c o m b i n a n t   p l a s m i d s   o f   two  o r i e n t a t i o n s   r e s u l t   b e c a u s e  

t h e   r e s t r i c t e d   p l a s m i d   pBR322   c an   be  o r i e n t e d   in   e i t h e r  

d i r e c t i o n .   A  r e s t r i c t i o n   s i t e   and  f u n c t i o n a l   map  o f  

e a c h   o f   p l a s m i d s   p E L 1 2 1   and   pEL122  i s   p r e s e n t e d   i n  

F i g u r e   1 2 . o f   t h e   a c c o m p a n y i n g   d r a w i n g s .  



E x a m p l e   1 5  

C o n s t r u c t i o n   o f   E.  c o l i   K12  H B 1 0 1 / p E L 1 2 1   a n d   E.  c o l i  

K12  H B 1 0 1 / p E L 1 2 2  

The  d e s i r e d   c o n s t r u c t i o n s   a r e   made   i n   s u b -  

s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g   of   E x a m p l e   3  w i t h  

t h e   e x c e p t i o n   t h a t   p l a s m i d s   pEL121   and  p E L 1 2 2 ,   r a t h e r  

t h a n   p l a s m i d   pLR2 ,   a r e   u s e d   f o r   t h e   t r a n s f o r m a t i o n .  

S u r v i v i n g   c o l o n i e s   a r e   f i r s t   s e l e c t e d ,   t e s t e d   f o r   t h e  

e x p e c t e d   p h e n o t y p e   (ampR,   T e t s ) ,   and   t h e n   c o n v e n t i o n -  

a l l y   i d e n t i f i e d   as   t h e   d e s i r e d   E.  c o l i   K12  H B 1 0 1 / p E L 1 2 1  

and   E.  c o l i   K12  H B 1 0 1 / p E L 1 2 2   t r a n s f o r m a n t s   by  r e s t r i c -  

t i o n   e n z y m e   and  g e l   e l e c t r o p h o r e t i c   a n a l y s i s   o f   t h e  

c o n s t i t u t i v e   p l a s m i d s .  

E x a m p l e   1 6  

I s o l a t i o n   of   P l a s m i d   p H I - 1 6  

A.  C u l t u r e   of   B a c i l l u s   s u b t i l i s   M I 1 1 2 / p H I - 1 6  

A  v e g e t a t i v e   c u l t u r e   of  B a c i l l u s   s u b t i l i s  

M I 1 1 2 / p H I - 1 6   (NRRL  B - 1 2 5 9 7 )   was  c o n v e n t i o n a l l y   p r e p a r e d  

by  p l a t i n g   on  PAB  a g a r   (PAB*  [ P e n a s s a y   b r o t h ]   c o n -  

t a i n i n g   a g a r   a t   15  g . / l .   and   c h l o r a m p h e n i c o l   a t   10  p g . / m l . ) .  

A f t e r   t h e   i n o c u l a t e d   p l a t e   was  i n c u b a t e d   a t   3 7 ° C .   f o r  

a b o u t   18  h o u r s ,   a  s i n g l e   c o l o n y   was  s e l e c t e d   and   u s e d  

f o r   i n o c u l a t i n g   500  m l .   of   s t e r i l i z e d   PAB  m e d i u m   w i t h  

10  µ g . / m l .   c h l o r a m p h e n i c o l .   The  r e s u l t a n t   i n o c u l a t e d  

b r o t h   was  i n c u b a t e d   a t   3 7 ° C .   f o r   a b o u t   18  h o u r s   a f t e r -  

w h i c h   t h e   r e s u l t a n t   B a c i l l u s   s u b t i l i s   M I 1 1 2 / p H I - 1 6  

c e l l s   w e r e   r e a d y   f o r   h a r v e s t   and   s u b s e q u e n t   i s o l a t i o n  

of  p l a s m i d   DNA. 

*PAB  c a n   be  o b t a i n e d   f r o m   D i f c o   L a b o r a t o r i e s ,   D e t r o i t  
M i c h i g a n .  



B.  P l a s m i d   I s o l a t i o n  

A b o u t   10  g.   (we t   wgt )   o f   B a c i l l u s   s u b t i l i s  

M I 1 1 2 / p H I - 1 6   c e l l s   w e r e   f i r s t   h a r v e s t e d   by  c e n t r i -  

f u g a t i o n   (10  m i n u t e s ,   4 ° C . ,   1 0 , 0 0 0   r p m ) ,   t h e n   w a s h e d   i n  

a b o u t   50  m l .   TES,  and   f i n a l l y   c o l l e c t e d   a g a i n   by  c e n -  

t r i f u g a t i o n .   A b o u t   20  m l .   TE  b u f f e r   w i t h   25%  s u c r o s e  

w e r e   a d d e d   t o   t h e   p e l l e t   f o l l o w e d   by  a b o u t   10  mg.  o f  

l y s o z y m e   in   250  u l .   w a t e r .   The  m i x t u r e   was   t h e n   i n c u -  

b a t e d   a t   3 7 ° C .   f o r   a b o u t   30  m i n u t e s   a f t e r w h i c h   a b o u t  

100  u n i t s   of   RNase   w e r e   a d d e d .   The  r e s u l t a n t   m i x t u r e  

was  i n c u b a t e d   a t   3 7 ° C .   f o r   30  m i n u t e s   and  t h e n ,   u p o n  

b e i n g   made  1%  and   1M  w i t h   r e s p e c t   to   SDS  ( s o d i u m  

d o d e c y l   s u l f a t e )   and  s o d i u m   c h l o r i d e   r e s p e c t i v e l y ,   t h e  

m i x t u r e   was  c o o l e d   i n   an  i c e   b a t h   f o r   a b o u t   3  h o u r s .  

A f t e r   t h e   l y s a t e   was   c e n t r i f u g e d   (30  m i n u t e s ,   4 ° C . ,  

1 9 , 0 0 0   r p m ) ,   t h e   s u p e r n a t e n t   was  a d j u s t e d   t o   3 1 . 8   m l .  

w i t h   TE,  f o l l o w e d   by  a d d i t i o n   of   2 8 . 7   g.  o f   c e s i u m  

c h l o r i d e   and   .4  m l .   (10  m g . / m l . )   o f   e t h i d i u m   b r o m i d e .  

A  c e s i u m   c h l o r i d e   g r a d i e n t   was  e s t a b l i s h e d   by  c e n t r i -  

f u g i n g   a t   4 9 , 5 0 0   rpm  f o r   16  h o u r s .   The  p l a s m i d   b a n d  

was  c o l l e c t e d   and   c e n t r i f u g e d   a t   5 5 , 0 0 0   rpm  f o r   1 6  

h o u r s ,   t h e n   c o l l e c t e d   a g a i n ,   e x t r a c t e d   t h r i c e   w i t h  

e q u a l   v o l u m e s   o f   i s o a m y l   a l c o h o l ,   d i a l y z e d   a g a i n s t  

d i l u t e   TE,  e t h a n o l   p r e c i p i t a t e d ,   and   r e s u s p e n d e d   i n  

400  u l .   o f   TE.  The  r e s u l t a n t   p l a s m i d   p H I - 1 6   DNA  w a s  

s t o r e d   a t   4°C.   f o r  f u t u r e   u s e .  

The  k a n a m y c i n   r e s i s t a n c e   g e n e   i s   c o n t a i n e d  

w i t h i n   t h e   ~ . 7 4   kb  H p a I I   f r a g m e n t   of   p l a s m i d   p H I - 1 6 .  

T h e r e f o r e ,   t r e a t m e n t   w i t h   H p a I I   r e s t r i c t i o n   e n z y m e  
f o l l o w e d   by  l i g a t i o n   r e s u l t s   in   a  ~ 3 . 9   kb  p l a s m i d ,  



d e s i g n a t e d   h e r e i n   as   p H I - 1 8 ,   w h i c h   l a c k s   t h e   k a n a m y c i n  

r e s i s t a n c e   g e n e .   A  d e t a i l e d   p r o c e d u r e   f o r   c o n s t r u c t i n g  

p l a s m i d   p H I - 1 8   i s   d e s c r i b e d   b e l o w .  

E x a m p l e   1 7  

C o n s t r u c t i o n   of   F l a s m i d   p H I - 1 8  

A.  P a r t i a l   H p a I I   D i g e s t i o n   of   P l a s m i d   p H I - 1 6  

A b o u t   5  µ l .   ( 2 . 5   µ g . )   of   p l a s m i d   p H I - 1 6   DNA, 

1  u l .   (2  m g . / m l . )   BSA,  37  u l .   w a t e r ,   2  µ l .   o f   H p a I I  

( c o n t a i n i n g   2  New  E n g l a n d   Bio  L a b s   u n i t s )   r e s t r i c t i o n  

e n z y m e ,   and   5  u l .   r e a c t i o n   mix*   w e r e   i n c u b a t e d   a t   3 7 ° C .  

f o r   1  h o u r .   A f t e r   t h e   r e a c t i o n   was  t e r m i n a t e d   b y  

h e a t i n g   a t   6 5 ° C .   f o r   10  m i n u t e s ,   t h e   DNA  was  p r e c i p i -  

t a t e d   b y  a d d i n g   2  v o l u m e s   o f   95%  e t h a n o l .   The  r e s u l -  

t a n t   DNA  p r e c i p i t a t e   was  w a s h e d   i n   70%  e t h a n o l ,   d r i e d   i n  

v a c u o ,   s u s p e n d e d   in   5  u l .   o f   TE  b u f f e r ,   and  s t o r e d   a t  

4 °C .   f o r   f u t u r e   u s e .  

* R e a c t i o n   mix   f o r   H p a I I   r e s t r i c t i o n   e n z y m e   was  p r e p a r e d  
w i t h   t h e   f o l l o w i n g   c o m p o s i t i o n .  

60mM  KC1 

100mM  T r i s - H C l ,   pH  7 . 4  

100mM  M g C l 2  
lOmM  D i t h i o t h r e i t o l  

B.  L i g a t i o n   o f   P l a s m i d   p H I - 1 6   H p a I I   D i g e s t  

A b o u t   5  u l .   o f   p l a s m i d   p H I - 1 6   H p a I I   d i g e s t  

( p r e p a r e d   i n   E x a m p l e   1 7 A ) ,   2  u l .   T4  DNA  l i g a s e ,   a n d  

43  u l .   l i g a t i o n   m ix*   w e r e   i n c u b a t e d   a t   a b o u t   1 6 ° C .   f o r  

a b o u t   18  h o u r s .   The  r e a c t i o n   was  t e r m i n a t e d   by  t h e  



a d d i t i o n   o f   a b o u t   5  µ l .   o f  3 M   s o d i u m   a c e t a t e   a n d   1 5 0  

u l .   o f   95%  e t h a n o l .   The  d e s i r e d   DNA  p r e c i p i t a t e   w a s  

w a s h e d   i n   70%  e t h a n o l ,   d r i e d   i n   v a c u o ,   s u s p e n d e d   i n  

10  µ l .   o f   TE  b u f f e r ,   and  s t o r e d   a t   4°C.   f o r   f u t u r e   u s e .  

L i g a t i o n   mix   was  p r e p a r e d   w i t h   t h e   f o l l o w i n g   c o m p o s i -  
t i o n .  

66  mM  T r i s - H C l ,   pH  7 . 8  

10  mM  D i t h i o t h r e i t o l  

6 .6   mM  M g C l 2  
4  mM  ATP 

E x a m p l e   1 8  

C o n s t r u c t i o n   o f   B a c i l l u s   s u b t i l i s   M I 1 1 2 / p H - 1 8  

B a c i l l u s   s u b t i l i s   MI112   c an   be  o b t a i n e d   b y  

c o n v e n t i o n a l l y   c u l t u r i n g   B.  s u b t i l i s   M I 1 1 2 / p H I - 1 6  

(NRRL  B - 1 2 5 9 7 )   in   t h e   a b s e n c e   of   c h l o r a m p h e n i c o l .   T h e  

B.  s u b t i l i s   M I 1 1 2 / p H I - 1 6   c e l l s   s p o n t a n e o u s l y   l o s e   t h e  

p H I - 1 6   p l a s m i d   u n d e r   t h e   a f o r e m e n t i o n e d   c u l t u r e   c o n d i -  

t i o n s   t h u s   g e n e r a t i n g   t h e   d e s i r e d   c h l o r a m p h e n i c o l  

s e n s i t i v e   B.  s u b t i l i s   MI112   s t r a i n .   T h o s e   s k i l l e d   i n  

t h e   a r t   w i l l   r e c o g n i z e   and   u n d e r s t a n d   t h a t   s e n s i t i v i t y  

to  c h l o r a m p h e n i c o l   c a n   be  e m p l o y e d   f o r   t e s t i n g   a n d  

i n s u r i n g   t h a t   o n l y   B.  s u b t i l i s   MI112  c e l l s   t h a t   l a c k  

t h e   p l a s m i d   a r e   s e l e c t e d   and   u s e d   i n  t h e   B a c i l l u s  

t r a n s f o r m a t i o n   p r o c e d u r e s   h e r e i n   d i s c l o s e d .  

A b o u t   50  ml .   o f   s t e r i l e   PAB  was  i n o c u l a t e d  

w i t h   B a c i l l u s   s u b t i l i s   MI112   and   i n c u b a t e d   a t   3 7 ° C .  

u n t i l   a  c e l l   d e n s i t y   of   2  x  108  c e l l s / m l .   was   r e a c h e d .  

The  c e l l s   w e r e   t h e n   p r o t o p l a s t e d ,   u s i n g   s t e r i l e   t e c h -  

n i q u e ,   by  p e l l e t i n g   and  t h e n   r e s u s p e n d i n g   t h e   c e l l s   i n  



a b o u t   5  m l .   o f   SMMP  ( e q u a l   v o l u m e s   o f   e a c h   o f   4x  PAB 

and  a  s o l u t i o n   c o m p r i s i n g   1 .0M  s u c r o s e ,   . 04M  m a l e i c  

a c i d ,   and   .04M  M g C l 2 ,   pH  a d j u s t e d   t o   6 . 5   w i t h   N a O H ) .  

N e x t ,   a b o u t   250  u l .   o f   l y s o z y m e   (20  m g . / m l .   i n   SMM 

[0 .5M  s u c r o s e ,   .02M  m a l e i c   a c i d ,   and  .02M  M g C l 2 ,   pH 

a d j u s t e d   t o   6 . 5   w i t h   NaOH])  w e r e   a d d e d   u s i n g   f i l t e r  

s t e r i l i z a t i o n .   The  c e l l s   w e r e   i n c u b a t e d   w i t h   g e n t l e  

s h a k i n g   a t   3 7 ° C .   f o r   a b o u t   2  h o u r s .   The  r e s u l t a n t  

p r o t o p l a s t s   w e r e   p e l l e t e d ,   w a s h e d   w i t h   5  m l .   SMMP, 

and  t h e n   r e s u s p e n d e d   in   5  ml .   SMMP.  F o l l o w i n g   c e n t r i f u -  

g a t i o n   ( 2 5 ° C . ,   12  m i n u t e s ,   2 , 6 0 0   r p m ) ,   a b o u t   .1  ml .   o f  

t h e   p r o t o p l a s t s   w e r e   t r a n s f o r m e d   by  a d d i n g   a b o u t   20  u l .  

of   a  1 : 1   m i x t u r e   c o m p r i s i n g   p l a s m i d   p H I - 1 8   DNA  ( p r e -  

p a r e d   i n  E x a m p l e   17)  and  2X  SMM.  A b o u t   1 . 5   m l .   o f   P E G  

s o l u t i o n   (40  g.   PEG  6000  [ p o l y e t h y l e n e g l y c o l ] ,   50  m l .  

2X  SMM,  and   w a t e r   t o   100  m l . )   w e r e   t h e n   i m m e d i a t e l y  

a d d e d   a n d ,   a f t e r   a b o u t   2  m i n u t e s ,   5  ml .   o f   SMMP  w e r e  

a l s o   a d d e d .   N e x t ,   t h e   p r o t o p l a s t s   w e r e   p e l l e t e d ,  

s u s p e n d e d   i n   1  m l .   o f   SMMP,  and  i n c u b a t e d   a t   3 0 ° C .   w i t h  

g e n t l e   s h a k i n g   f o r   a b o u t   2  h o u r s .   A l i q u o t s   of   t h e   t h u s  

p r e p a r e d   s u s p e n s i o n   w e r e   p l a t e d   on  c h l o r a m p h e n i c o l  

c o n t a i n i n g   DM3  r e g e n e r a t i o n   m e d i u m   w h i c h   p e r   l i t e r   h a d  

t h e   f o l l o w i n g   c o m p o s i t i o n .  



The  D - m a n n i t o l ,   c a s a m i n o   a c i d s   and   y e a s t   e x t r a c t   w e r e  

a u t o c l a v e d   t o g e t h e r .   The  g e l a t i n   was   a d d e d   i m m e d i a t e l y  

a f t e r   a u t o c l a v i n g   and  t h e   r e m a i n i n g   i n g r e d i e n t s   w e r e  

a d d e d   a f t e r   t h e   m i x t u r e   had   c o o l e d .   The  m e d i u m   had   a  

f i n a l   c h l o r a m p h e n i c o l   c o n c e n t r a t i o n   o f   10  µ g . / m l .  

The  r e s u l t a n t   c h l o r a m p h e n i c o l   r e s i s t a n t  

c o l o n i e s   w e r e   t e s t e d   f o r   k a n a m y c i n   s e n s i t i v i t y .   A 

c h l o r a m p h e n i c o l   r e s i s t a n t   and   k a n a m y c i n   s e n s i t i v e  

c o l o n y   was  s e l e c t e d   as   t h e   d e s i r e d   B a c i l l u s   s u b t i l i s  

M I 1 1 2 / p H I - 1 8   s t r a i n .   The  s t r a i n   was  c u l t u r e d   and   t h e  

i d e n t i t y   f u r t h e r   c o n f i r m e d   by  c o n v e n t i o n a l   r e s t r i c t i o n  

enzyme   and   g e l   e l e c t r o p h o r e t i c   a n a l y s i s   of   t h e   c o n -  

s t i t u t i v e   p l a s m i d .  

E x a m p l e   1 9  

C o n s t r u c t i o n   o f   P l a s m i d s   p B S l   and  p B S 3  

A.  P a r t i a l   BamHI  D i g e s t i o n   of   P l a s m i d   p E L 1 0 5  

A b o u t   10  u l .   (5  u g . )   o f   p l a s m i d   p E L 1 0 5   ( c o n -  

v e n t i o n a l l y   i s o l a t e d   f r o m   S t r e p t o m y c e s   a m b o f a c i e n s /  

pEL105  [ p r e p a r e d   in   E x a m p l e   7]  i n   s u b s t a n t i a l   a c c o r d a n c e  

w i t h   t h e   t e a c h i n g   of   E x a m p l e   1 ) ,   2  µ l .   BSA  (1  m g . / m l . ) ,  

29  µ l .   w a t e r ,   1  u l .   o f   BamHI  ( d i l u t e d   1 :4   w i t h   w a t e r )  

r e s t r i c t i o n   e n z y m e ,   and   5  µ l .  r e a c t i o n   m i x *   w e r e   i n -  

c u b a t e d   a t   2 5 ° C .   f o r   15  m i n u t e s .   The  r e a c t i o n   w a s  

t e r m i n a t e d   by  t h e   a d d i t i o n   of   a b o u t   50  µ l .   o f   4M 

ammonium  a c e t a t e   and  300  u l .   of   95%  e t h a n o l .   A f t e r  

c o o l i n g   a t   - 2 0 ° C .   f o r   a b o u t   2  h o u r s ,   t h e   r e s u l t a n t   DNA 

p r e c i p i t a t e   was  c o l l e c t e d   by  c e n t r i f u g a t i o n ,   w a s h e d  

t w i c e   i n   70%  e t h a n o l ,   d r i e d   in   v a c u o ,   and  t h e n   s u s p e n d e d  



i n   a b o u t   10  µ l .   o f   TE  b u f f e r .   B e c a u s e   p l a s m i d   p E L 1 0 5  

h a s   two   BamHI  r e s t r i c t i o n   s i t e s ,   a  m i x t u r e   o f   d i f f e r e n t  

f r a g m e n t s   r e s u l t s .  

* R e a c t i o n   m ix   f o r   BamHI  r e s t r i c t i o n   e n z y m e   was  p r e p a r e d  
w i t h   t h e   f o l l o w i n g  c o m p o s i t i o n .  

1 .5M  N a C l  
60mM  T r i s - H C l ,   pH  7 . 9  
60mM  M g C l 2  

B.  BamHI  D i g e s t i o n   o f   P l a s m i d   p H I - 1 8  

A b o u t   5  µ l .   (5  µ g . )   o f   p l a s m i d   p H I - 1 8 ,   2  µ l .  

BSA  (1  m g . / m l . ) ,   9  µ l .   w a t e r ,   1  µ l .   o f   BamHI  (4  u n i t s / µ l . )  

r e s t r i c t i o n   e n z y m e ,   a n d   1 . 5   u l .   r e a c t i o n   mix  w e r e  

i n c u b a t e d   a t   3 7 ° C .   f o r   a b o u t   2  h o u r s .   A f t e r   a d d i n g   a n  

e q u a l   v o l u m e   of   4M  ammon ium  a c e t a t e   and   2 . 5   v o l u m e s   o f  

95%  e t h a n o l ,   t h e   m i x t u r e   was  c o o l e d   a t   - 2 0 ° C .   f o r   a b o u t  

18  h o u r s   t o   p r e c i p i t a t e   t h e   DNA.  The  DNA  p r e c i p i t a t e  

was  c o l l e c t e d   by  c e n t r i f u g a t i o n ,   w a s h e d   i n   70%  e t h a n o l ,  

and   t h e n   s u s p e n d e d   i n   a b o u t   10  µ l .  o f   TE  b u f f e r .  

C.  L i g a t i o n  

A b o u t   5  µ l .   o f  B a m H I   d i g e s t e d   p l a s m i d   p H I - 1 8  

( p r e p a r e d   i n   E x a m p l e   1 8 B ) ,   8  u l .   o f   p l a s m i d   p E L 1 0 5  

BamHI  p a r t i a l   d i g e s t   ( p r e p a r e d   in   E x a m p l e   1 8 A ) ,   27  µ l .  

w a t e r ,   5  µ l .   (4mM)  ATP,  5  p l .   l i g a t i o n   m i x ,   and   2  µ l .  

T4  DNA  l i g a s e   w e r e   i n c u b a t e d   a t   1 6 ° C .   f o r   a b o u t   1 8  

h o u r s .   The  r e a c t i o n   was  t e r m i n a t e d   by  t h e   a d d i t i o n   o f  

50  u l .   4M  ammonium  a c e t a t e   and   200  µ l .   of   95%  e t h a n o l .  

A f t e r   i n c u b a t i o n   a t   - 2 0 ° C .   f o r   a b o u t   2  h o u r s ,   t h e  

d e s i r e d   p l a s m i d   p B S l   and   pBS3  DNA  p r e c i p i t a t e   w a s  



c o l l e c t e d   by  c e n t r i f u g a t i o n ,   w a s h e d   in   70%  e t h a n o l ,  

d r i e d   i n   v a c u o ,   s u s p e n d e d   in   10  µ l .   o f   TE  b u f f e r ,   a n d  

s t o r e d   a t   4 ° C .   f o r   f u t u r e   u s e .  

S i n c e   p l a s m i d   pEL105   h a s   two  BamHI  r e s t r i c t i o n  

s i t e s ,   a  p a r t i a l   BamHI  d i g e s t   r e s u l t s   in   two  ~ 4 . 4   k b  

BamHI  f r a g m e n t s .   T h e r e f o r e ,   t h e   i n s e r t i o n a l   i s o m e r s   o f  

p l a s m i d s   p B S l   a n d   pBS3  a r e   a l s o   p r o d u c e d   by  t h e   a b o v e  

p r o c e d u r e .   R e c o m b i n a n t   p l a s m i d s   of   two  o r i e n t a t i o n s  

r e s u l t   b e c a u s e   t h e   BamHI  r e s t r i c t e d   DNA  c a n   be  l i g a t e d  

in  e i t h e r   d i r e c t i o n .   A  r e s t r i c t i o n   s i t e   and   f u n c t i o n a l  

map  o f   e a c h   of   p l a s m i d s   pBSl   and  pBS3  i s   p r e s e n t e d   i n  

F i g u r e   6  o f   t h e   a c c o m p a n y i n g   d r a w i n g s .  

E x a m p l e   2 0  

C o n s t r u c t i o n   o f   P l a s m i d s   pBS2  and  p B S 4  

The  d e s i r e d   c o n s t r u c t i o n s   a r e   made   in   s u b -  

s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g   of   E x a m p l e   1 9 A - C  

e x c e p t   t h a t   BamHI  d i g e s t e d   p l a s m i d   p H I - 1 6 ,   r a t h e r   t h a n  

p l a s m i d   p H I - 1 8 ,   i s   u s e d .  

S i n c e   p l a s m i d   p E L l 0 5   h a s   two  BamHI  r e s t r i c t i o n  

s i t e s ,   a  p a r t i a l   BamHI  d i g e s t   r e s u l t s   i n   two  ~ 4 . 4   k b  

BamHI  f r a g m e n t s .   T h e r e f o r e ,   t h e   i n s e r t i o n a l   i s o m e r s   o f  

p l a s m i d s   pBS2  a n d   pBS4  a r e   a l s o   p r o d u c e d   by  t h e   a b o v e  

p r o c e d u r e .   R e c o m b i n a n t   p l a s m i d s   of   two  o r i e n t a t i o n s  

r e s u l t   b e c a u s e   t h e   BamHI  r e s t r i c t e d   DNA  c a n   be  l i g a t e d  

in   e i t h e r   d i r e c t i o n .   A  r e s t r i c t i o n   s i t e   and   f u n c t i o n a l  

map  o f   e a c h   of   p l a s m i d s   pBS2  and   pBS4  i s   p r e s e n t e d   i n  

F i g u r e   7  of   t h e   a c c o m p a n y i n g   d r a w i n g s .  



E x a m p l e   2 1  

C o n s t r u c t i o n   o f   P l a s m i d s   pBS5  and   p B S 6  

The  d e s i r e d   c o n s t r u c t i o n s   a r e   made  in   s u b -  

s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g   o f   E x a m p l e   1 9 A - C  

e x c e p t   t h a t   p l a s m i d s   pEL110   and   p H I - 1 6 ,   r a t h e r   t h a n  

p l a s m i d s   p E L 1 0 5   and   p H I - 1 8 ,   a r e   u s e d .   P l a s m i d   p E L 1 1 0  

i s   c o n v e n t i o n a l l y   i s o l a t e d   f r o m   S t r e p t o m y c e s   a m b o f a c i e n s /  

pEL110   ( p r e p a r e d   i n   E x a m p l e   9)  i n   s u b s t a n t i a l   a c c o r d a n c e  

w i t h   t h e   t e a c h i n g   o f   E x a m p l e   1 .  

S i n c e   p l a s m i d   pEL110   h a s   t w o   BamHI  r e s t r i c t i o n  

s i t e s ,   a  p a r t i a l   BamHI  d i g e s t   r e s u l t s   i n   two  ~ 6 . 2   k b  

BamHI  f r a g m e n t s .   T h e r e f o r e ,   t h e   i n s e r t i o n a l   i s o m e r s   o f  

p l a s m i d s   pBS5  and  pBS6  a r e   a l s o   p r o d u c e d   by  t h e   a b o v e  

p r o c e d u r e .   R e c o m b i n a n t   p l a s m i d s   o f   two  o r i e n t a t i o n s  

r e s u l t   b e c a u s e   t h e   BamHI  r e s t r i c t e d   DNA  c a n   be  l i g a t e d  

in   e i t h e r   d i r e c t i o n .   A  r e s t r i c t i o n   s i t e   and   f u n c t i o n a l  

map  of   e a c h   o f   p l a s m i d s   pBS5  and   pBS6  i s   p r e s e n t e d   i n  

F i g u r e   13  of   t h e   a c c o m p a n y i n g   d r a w i n g s .  

E x a m p l e   2 2  

C o n s t r u c t i o n   of   P l a s m i d s   pBS7  a n d   p B S 8  

The   d e s i r e d   c o n s t r u c t i o n s   a r e   made   i n   s u b -  

s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g   o f   E x a m p l e   1 9 A - C  

e x c e p t   t h a t   p l a s m i d s   p E L l l 3   and   p H I - 1 6 ,   r a t h e r   t h a n  

p l a s m i d s   p E L l 0 5   and   p H I - 1 8 ,   a r e   u s e d .   P l a s m i d   p E L l l 3  

i s   c o n v e n t i o n a l l y   i s o l a t e d   f r o m   S t r e p t o m y c e s   a m b o f a c i e n s /  

p E L l l 3   ( p r e p a r e d   i n   E x a m p l e   11)  i n   s u b s t a n t i a l   a c c o r d a n c e  

w i t h   t h e   t e a c h i n g   o f   E x a m p l e   1 .  

S i n c e   p l a s m i d   p E L l l 3   h a s   t h r e e   BamHI  r e -  

s t r i c t i o n   s i t e s ,   a  p a r t i a l   BamHI  d i g e s t   r e s u l t s   i n  



t h r e e   ~ 7 . 8   kb  BamHI  f r a g m e n t s .   T h e r e f o r e ,   t h e   i n -  

s e r t i o n a l   i s o m e r s   o f   p l a s m i d s   pBS7  and   pBS8  a r e   a l s o  

p r o d u c e d   by  t h e   a b o v e   p r o c e d u r e .   R e c o m b i n a n t   p l a s m i d s  

of   two  o r i e n t a t i o n s   r e s u l t   b e c a u s e   t h e   BamHI  r e s t r i c t e d  

DNA  can   be  l i g a t e d   i n   e i t h e r   d i r e c t i o n .   A  r e s t r i c t i o n  

s i t e   and  f u n c t i o n a l   map  of   e a c h   of   p l a s m i d s   pBS7  a n d  

pBS8  i s   p r e s e n t e d   i n   F i g u r e   14  of   t h e   a c c o m p a n y i n g  

d r a w i n g s .  

E x a m p l e   23  

C o n s t r u c t i o n   o f   P l a s m i d s   pBS9  and  p B S 1 0  

The  d e s i r e d   c o n s t r u c t i o n s   a r e   made  i n   s u b -  

s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g   of  E x a m p l e   1 9 A - C  

e x c e p t   t h a t   p l a s m i d s   pEL122  and  p H I - 1 6 ,   r a t h e r   t h a n  

p l a s m i d s   p E L 1 0 5   a n d   p H I - 1 8 ,   a r e   u s e d .   P l a s m i d   p E L 1 2 2  

i s   i s o l a t e d   f r o m   E.  c o l i   K12  H B 1 0 1 / p E L 1 2 2   ( p r e p a r e d   i n  

E x a m p l e   15)  a c c o r d i n g   to   known   p r o c e d u r e s .  

S i n c e   p l a s m i d   p E L 1 2 2   h a s   t h r e e   BamHI  r e -  
s t r i c t i o n   s i t e s ,   a  p a r t i a l   BamHI  d i g e s t   r e s u l t s   i n  

t h r e e   v 8 . 7   kb  BamHI  f r a g m e n t s .   T h e r e f o r e ,   t h e   i n s e r t i o n a l  

i s o m e r s   of   p l a s m i d s   pBS9  and  pBS10  a r e   a l s o   p r o d u c e d   b y  

t h e   a b o v e   p r o c e d u r e .   R e c o m b i n a n t   p l a s m i d s   of   t w o  

o r i e n t a t i o n s   r e s u l t   b e c a u s e   t h e   BamHI  r e s t r i c t e d   DNA 

c a n   be  l i g a t e d   i n   e i t h e r   d i r e c t i o n .   A  r e s t r i c t i o n   s i t e  

and  f u n c t i o n a l   map  o f   e a c h   of   p l a s m i d s   pBS9  and   p B S 1 0  

i s   p r e s e n t e d   i n   F i g u r e   15  of   t h e   a c c o m p a n y i n g   d r a w i n g s .  

E x a m p l e   24  

C o n s t r u c t i o n   o f   B a c i l l u s   s u b t i l i s   M I 1 1 2 / p B S 1   a n d  

B a c i l l u s   s u b t i l i s   M I l 1 2 / p B S 3  

The  d e s i r e d   c o n s t r u c t i o n s   a r e   made  i n   s u b -  

s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g   of  E x a m p l e   1 8  



e x c e p t   t h a t   DNA  c o m p r i s i n g   p l a s m i d s   pBSl   and   p B S 3  

( p r e p a r e d   i n   E x a m p l e   1 9 ) ,   r a t h e r   t h a n   p l a s m i d   p H I - 1 8 ,  
i s   u s e d .   The  r e s u l t a n t   B a c i l l u s   s u b t i l i s   M I 1 1 2 / p B S 1  

and   B a c i l l u s   s u b t i l i s   M I l 1 2 / p B S 3   c h l o r a m p h e n i c o l   r e -  
s i s t a n t   a n d   k a n a m y c i n   s e n s i t i v e   t r a n s f o r m a n t   c o l o n i e s  

a r e   i s o l a t e d   a c c o r d i n g   t o   k n o w n   p r o c e d u r e s ,   c u l t u r e d ,  

and  t h e n   c o n v e n t i o n a l l y   i d e n t i f i e d   by  r e s t r i c t i o n  

e n z y m e   a n d   g e l   e l e c t r o p h o r e t i c   a n a l y s i s   of   t h e   c o n -  
s t i t u t i v e   p l a s m i d s .  

E x a m p l e   2 5  

C o n s t r u c t i o n   o f   B a c i l l u s   s u b t i l i s   M I 1 1 2 / p B S 2   a n d  

B a c i l l u s   s u b t i l i s   M I 1 1 2 / p B S 4  

The  d e s i r e d   c o n s t r u c t i o n s   a r e   made  i n   s u b -  

s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g   of   E x a m p l e   1 8  

e x c e p t   t h a t   DNA  c o m p r i s i n g   p l a s m i d s   pBS2  and   p B S 4  

( p r e p a r e d   i n   E x a m p l e   2 0 ) ,   r a t h e r   t h a n   p l a s m i d   p H I - 1 8 ,  
i s   u s e d .   The  r e s u l t a n t   c h l o r a m p h e n i c o l   r e s i s t a n t  

c o l o n i e s   w e r e   s e l e c t e d   and  c o n v e n t i o n a l l y   t e s t e d   f o r  

k a n a m y c i n   r e s i s t a n c e .   The  c h l o r a m p h e n i c o l   and   k a n a m y c i n  

r e s i s t a n t   B a c i l l u s   s u b t i l i s   M I 1 1 2 / p B S 2   a n d  B .   s u b t i l i s  

M I 1 1 2 / p B S 4   t r a n s f o r m a n t s   a r e   i s o l a t e d   a c c o r d i n g   t o  

known  p r o c e d u r e s ,   c u l t u r e d ,   and   t h e n   c o n v e n t i o n a l l y  

i d e n t i f i e d   by  r e s t r i c t i o n   e n z y m e   and   g e l   e l e c t r o p h o r e t i c  

a n a l y s i s   o f   t h e   c o n s t i t u t i v e   p l a s m i d s .  

E x a m p l e   2 6  

C o n s t r u c t i o n   of   B a c i l l u s   s u b t i l i s   M I 1 1 2 / p B S 5   a n d  

B a c i l l u s   s u b t i l i s   M I 1 1 2 / p B S 6  

The  d e s i r e d   c o n s t r u c t i o n f   a r e   made  in   s u b -  

s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g   of   E x a m p l e   1 8  



e x c e p t   t h a t   DNA  c o m p r i s i n g   p l a s m i d s   pBS5  a n d   p B S 6  

( p r e p a r e d   i n   E x a m p l e   2 1 ) ,   r a t h e r   t h a n   p l a s m i d   p H I - 1 8 ,  

i s   u s e d .   The  r e s u l t a n t   c h l o r a m p h e n i c o l   r e s i s t a n t  

c o l o n i e s   a r e   s e l e c t e d   and   c o n v e n t i o n a l l y   t e s t e d   f o r  

k a n a m y c i n   r e s i s t a n c e .   The  c h l o r a m p h e n i c o l   a n d   k a n a m y c i n  
r e s i s t a n t   B a c i l l u s   s u b t i l i s   M 1 1 2 / p B S S   and  B.  s u b t i l i s  

M I 1 1 2 / p B S 6   t r a n s f o r m a n t s   a r e   i s o l a t e d   a c c o r d i n g   t o  

known  p r o c e d u r e s ,   c u l t u r e d ,   and  t h e n   c o n v e n t i o n a l l y  

i d e n t i f i e d   by  r e s t r i c t i o n   e n z y m e   and   g e l   e l e c t r o p h o r e t i c  

a n a l y s i s   of   t h e   c o n s t i t u t i v e   p l a s m i d s .  

E x a m p l e   27  

C o n s t r u c t i o n   o f   B a c i l l u s   s u b t i l i s   M I 1 1 2 / p B S 7   a n d  

B a c i l l u s   s u b t i l i s   M I 1 1 2 / p B S 8  

The  d e s i r e d   c o n s t r u c t i o n s   a r e   made   i n   s u b -  

s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g   of   E x a m p l e   1 8  

e x c e p t   t h a t   DNA  c o m p r i s i n g   p l a s m i d s   pBS7  and   p B S 8  

( p r e p a r e d   i n   E x a m p l e   2 2 ) ,   r a t h e r   t h a n   p l a s m i d   p H I - 1 8 ,  

i s   u s e d .   The  r e s u l t a n t   c h l o r a m p h e n i c o l   r e s i s t a n t  

c o l o n i e s   a r e   s e l e c t e d   and  c o n v e n t i o n a l l y   t e s t e d   f o r  

k a n a m y c i n   r e s i s t a n c e .   The  c h l o r a m p h e n i c o l   a n d   k a n a m y c i n  
r e s i s t a n t   B a c i l l u s   s u b t i l i s   M I 1 1 2 / p B S 7   and   B.  s u b t i l i s  

M 1 1 2 / p B S 8   t r a n s f o r m a n t s   a r e   s e l e c t e d   a c c o r d i n g   to   k n o w n  

p r o c e d u r e s ,   c u l t u r e d ,   and   t h e n   c o n v e n t i o n a l l y   i d e n t i -  

f i e d   by  r e s t r i c t i o n   e n z y m e   and  g e l   e l e c t r o p h o r e t i c  

a n a l y s i s   of   t h e   c o n s t i t u t i v e   p l a s m i d s .  



E x a m p l e   2 8  

C o n s t r u c t i o n   of   B a c i l l u s   s u b t i l i s   M I 1 1 2 / p B S 9   a n d  

B a c i l l u s   s u b t i l i s   M I 1 1 2 / p B S 1 0  

The  d e s i r e d   c o n s t r u c t i o n s   a r e   made   in   s u b -  

s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g   of   E x a m p l e   1 8  

e x c e p t   t h a t   DNA  c o m p r i s i n g   p l a s m i d s   pBS9  and   p B S l O  

( p r e p a r e d   i n   E x a m p l e   2 3 ) ,   r a t h e r   t h a n   p l a s m i d   p H I - 1 8 ,  

i s   u s e d .   The  r e s u l t a n t   c h l o r a m p h e n i c o l   r e s i s t a n t   c o l o n i e s  

a r e   s e l e c t e d   and   c o n v e n t i o n a l l y   t e s t e d   f o r   k a n a m y c i n  

r e s i s t a n c e .   The  p u t a t i v e   c h l o r a m p h e n i c o l   and   k a n a m y c i n  

r e s i s t a n t   B a c i l l u s   s u b t i l i s   M 1 1 2 / p B S 9   a n d   B.  s u b t i l i s  

M 1 1 2 / p B S 1 0   t r a n s f o r m a n t s   a r e   s e l e c t e d   a c c o r d i n g   t o  

known  p r o c e d u r e s ,   c u l t u r e d ,   and   t h e n   c o n v e n t i o n a l l y  

i d e n t i f i e d   by  r e s t r i c t i o n   e n z y m e   and   g e l   e l e c t r o -  

p h o r e t i c   a n a l y s i s   o f   t h e   c o n s t i t u t i v e   p l a s m i d s .  

E x a m p l e   2 9  

C o n s t r u c t i o n   of  S t r e p t o m y c e s   a m b o f a c i e n s / p B S 1   a n d  

S.  a m b o f a c i e n s / p B S 3  

U s i n g   a b o u t   20  µg.  o f   t h e   DNA  f r o m   E x a m p l e   1 9  

and   1X108  p r o t o p l a s t s   o f   s t r e p t o m y c e s   a m b o f a c i e n s   (NRRL 

No.  2 4 2 0 ) ,   t h e   d e s i r e d   c o n s t r u c t i o n s   a r e   m a d e   i n  

s u b s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g   o f   I n t e r -  

n a t i o n a l   P u b l i c a t i o n   (of   I n t e r n a t i o n a l   P a t e n t   A p p l i -  

c a t i o n   No.  P C T / G B 7 9 / 0 0 0 9 5 )   No.  W 0 7 9 / 0 1 1 6 9 ,   E x a m p l e   2 .  

The  d e s i r e d   t r a n s f o r m a n t s   a r e   s e l e c t e d   f o r   t h i o s t r e p t o n  

r e s i s t a n c e   by  o v e r l a y i n g   t h e   r e g e n e r a t i n g   p r o t o p l a s t s  

w i t h   m o d i f i e d   R2  m e d i u m   t o p   a g a r   c o n t a i n i n g   s u f f i c i e n t  

t h i o s t r e p t o n   to  b r i n g   t h e   f i n a l   p l a t e   c o n c e n t r a t i o n   t o  

50  u g . / m l .  



The  r e s u l t a n t   S t r e p t o m y c e s   a m b o f a c i e n s / p B S l  

and   S.  a m b o f a c i e n s / p B S 3   t h i o s t e p t o n   r e s i s t a n t   c o l o n i e s  

a r e   i s o l a t e d   a c c o r d i n g   to   known  p r o c e d u r e s ,   c u l t u r e d ,  

and   t h e n   i d e n t i f i e d   by  r e s t r i c t i o n   e n z y m e   and   g e l  

e l e c t r o p h o r e t i c   a n a l y s i s   o f   t h e   c o n s t i t u t i v e   p l a s m i d s  

i n   s u b s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g   o f   E x a m p l e   7 .  

E x a m p l e   3 0  

C o n s t r u c t i o n   of   S t r e p t o m y c e s   a m b o f a c i e n s / p B S 2   a n d  

S.  a m b o f a c i e n s / p B S 4  

U s i n g   a b o u t   20  µg,   of   t h e   DNA  f r o m   E x a m p l e   2 0  

and  1X108  p r o t o p l a s t s   o f   S t r e p t o m y c e s   a m b o f a c i e n s   (NRRL 

No.  2 4 2 0 ) ,   t h e   d e s i r e d   c o n s t r u c t i o n s   a r e   made  i n  

s u b s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g   o f   I n t e r -  

n a t i o n a l   P u b l i c a t i o n   (of   I n t e r n a t i o n a l   P a t e n t   A p p l i -  
c a t i o n   No.  P C T / G B 7 9 / 0 0 0 9 5 )   No.  W 0 7 9 / 0 1 1 6 9 ,   E x a m p l e   2 .  

The  d e s i r e d   t r a n s f o r m a n t s   a r e   s e l e c t e d   f o r   t h i o s t r e p t o n  

r e s i s t a n c e   by  o v e r l a y i n g   t h e   r e g e n e r a t i n g   p r o t o p l a s t s  

w i t h   m o d i f i e d   R2  m e d i u m   t o p   a g a r   c o n t a i n i n g   s u f f i c i e n t  

t h i o s t r e p t o n   to   b r i n g   t h e   f i n a l   p l a t e   c o n c e n t r a t i o n   t o  

50  µ g . / m l .  
The  r e s u l t a n t   S t r e p t o m y c e s   a m b o f a c i e n s / p B S 2  

r e s i s t a n t   c o l o n i e s   a r e   i s o l a t e d   a c c o r d i n g   to   k n o w n  

p r o c e d u r e s ,   c u l t u r e d ,   and  t h e n   i d e n t i f i e d   by  r e s t r i c t i o n  

e n z y m e   and   g e l   e l e c t r o p h o r e t i c   a n a l y s i s   of   t h e   c o n -  

s t i t u t i v e   p l a s m i d s   in   s u b s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e  

t e a c h i n g   of   E x a m p l e   7 .  



E x a m p l e   3 1  

C o n s t r u c t i o n   o f   S t r e p t o m y c e s   a m b o f a c i e n s / p B S 5   a n d  

S.  a m b o f a c i e n s / p B S 6  

U s i n g   a b o u t   20  pg .   of   t h e   DNA  f r o m   E x a m p l e   2 1  

and   1X108  p r o t o p l a s t s   of  S t r e p t o m y c e s   a m b o f a c i e n s   (NRRL 

No.  2 4 2 0 ) ,   t h e   d e s i r e d   c o n s t r u c t i o n s   a r e   made   i n  

s u b s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g   o f   I n t e r n a t i o n -  

a l   P u b l i c a t i o n   (o f   I n t e r n a t i o n a l   P a t e n t   A p p l i c a t i o n   N o .  

P C T / G B 7 9 / 0 0 0 9 5 )   No.  W 0 7 9 / 0 1 1 6 9 ,   E x a m p l e   2.  The  d e s i r e d  

t r a n s f o r m a n t s   a r e   s e l e c t e d   f o r   n e o m y c i n   r e s i s t a n c e   b y  

o v e r l a y i n g   t h e   r e g e n e r a t i n g   p r o t o p l a s t s   w i t h   m o d i f i e d  

R2  m e d i u m   t o p   a g a r   c o n t a i n i n g   s u f f i c i e n t   n e o m y c i n   t o  

b r i n g   t h e   f i n a l   p l a t e   c o n c e n t r a t i o n   t o   1  u g . / m l .  

The  r e s u l t a n t   S t r e p t o m y c e s   a m b o f a c i e n s / p B S 5  

and  S.  a m b o f a c i e n s / p B S 6   n e o m y c i n   r e s i s t a n t   c o l o n i e s   a r e  

i s o l a t e d   a c c o r d i n g   t o   known   p r o c e d u r e s ,   c u l t u r e d ,   a n d  

t h e n   i d e n t i f i e d   by  r e s t r i c t i o n   e n z y m e   and   g e l   e l e c t r o -  

p h o r e t i c   a n a l y s i s   o f   t h e   c o n s t i t u t i v e   p l a s m i d s   i n  

s u b s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   E x a m p l e   9 .  

E x a m p l e   3 2  

C o n s t r u c t i o n   o f   S t r e p t o m y c e s   a m b o f a c i e n s / p B S 7   a n d  

S.  a m b o f a c i e n s / p B S 8  

U s i n g   a b o u t   20  µg.  o f   t h e   DNA  f r o m   E x a m p l e   2 2  

and   1X108  p r o t o p l a s t s - o f   S t r e p t o m y c e s   a m b o f a c i e n s   (NRRL 

No.  2 4 2 0 ) ,   t h e   d e s i r e d   c o n s t r u c t i o n s   a r e   m a d e   i n  

s u b s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g   o f   I n t e r n a t i o n a l  

P u b l i c a t i o n   (o f   I n t e r n a t i o n a l   P a t e n t   A p p l i c a t i o n   N o .  



P C T / G B 7 9 / 0 0 0 9 5 )   No.  W 0 7 9 / 0 1 1 6 9 ,   E x a m p l e   2.  The   d e s i r e d  

t r a n s f o r m a n t s   a r e   s e l e c t e d   f i r s t   f o r   t h i o s t r e p t o n  

r e s i s t a n c e   and  t h e n   f o r   n e o m y c i n   r e s i s t a n c e   by  t h e  

m e t h o d s   d e s c r i b e d   in   E x a m p l e s   7  and   9  a b o v e .  

The  r e s u l t a n t   S t r e p t o m y c e s   a m b o f a c i e n s / p B S 7  

and   S.  a m b o f a c i e n s / p B S 8   t h i o s t r e p t o n   and  n e o m y c i n  

r e s i s t a n t   c o l o n i e s   a r e   i s o l a t e d   a c c o r d i n g   t o   k n o w n  

p r o c e d u r e s ,   c u l t u r e d ,   and  t h e n   i d e n t i f i e d   by  r e s t r i c t i o n  

e n z y m e   and   g e l   e l e c t r o p h o r e t i c   a n a l y s i s   of   t h e   c o n -  

s t i t u t i v e   p l a s m i d s   i n   s u b s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e  

t e a c h i n g   o f   E x a m p l e   1 1 .  

E x a m p l e   33  

C o n s t r u c t i o n   of   S t r e p t o m y c e s   a m b o f a c i e n s / p B S 9   a n d  

S.  a m b o f a c i e n s / p B S l O  

U s i n g   a b o u t   20  µg.   of   t h e   DNA  f r o m   E x a m p l e   2 3  

and   1X108  p r o t o p l a s t s   of   S t r e p t o m y c e s   a m b o f a c i e n s   (NRRL 

No.  2 4 2 0 ) ,   t h e   d e s i r e d   c o n s t r u c t i o n s   a r e   made   i n  

s u b s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g   o f   I n t e r -  

n a t i o n a l   P u b l i c a t i o n   (of   I n t e r n a t i o n a l   P a t e n t   A p p l i -  

c a t i o n   No.  P C T / G B 7 9 / 0 0 0 9 5 )   No.  W 0 7 9 / 0 1 1 6 9 ,   E x a m p l e   2 .  

The  d e s i r e d   t r a n s f o r m a n t s   a r e   s e l e c t e d   f o r   t h i o s t r e p t o n  

r e s i s t a n c e   by  o v e r l a y i n g   t h e   r e g e n e r a t i n g   p r o t o p l a s t s  

w i t h   m o d i f i e d   R2  m e d i u m   t o p   a g a r   c o n t a i n i n g   s u f f i c i e n t  

t h i o s t r e p t o n   t o   b r i n g   t h e   f i n a l   p l a t e   c o n c e n t r a t i o n   t o  

50  u g . / m l .  

The  r e s u l t a n t   S t r e p t o m y c e s   a m b o f a c i e n s / p B S 9  

and   S.  a m b o f a c i e n s / p B S l O   t h i o s t r e p t o n   r e s i s t a n t   c o l o n i e s  

a r e   i s o l a t e d   a c c o r d i n g   to   known  p r o c e d u r e s ,   c u l t u r e d ,  



and   t h e n   i d e n t i f i e d   by  r e s t r i c t i o n   e n z y m e   a n d   g e l  

e l e c t r o p h o r e t i c   a n a l y s i s   o f   t h e   c o n s t i t u t i v e   p l a s m i d s  

in   s u b s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g   o f   E x a m p l e   7 .  

E x a m p l e   3 4  

C o n s t r u c t i o n   o f   E.  c o l i   K12  H B 1 0 1 / p B S 9   a n d  

E.  c o l i   K12  H B 1 0 1 / p B S 1 0  

The  d e s i r e d   c o n s t r u c t i o n s   a r e   made   in   s u b -  

s t a n t i a l   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e   t e a c h i n g   of   E x a m p l e   3  w i t h  

t h e   e x c e p t i o n   t h a t   DNA  p r e p a r e d   i n   E x a m p l e   23,  r a t h e r  

t h a n   p l a s m i d   pLR2,   i s   u s e d   f o r   t h e   t r a n s f o r m a t i o n .  

S u r v i v i n g   c o l o n i e s   a r e   f i r s t   s e l e c t e d ,   t e s t e d   f o r   t h e  

e x p e c t e d   p h e n o t y p e   (AmpR,  T e t s ) ,   and   t h e n   c o n v e n t i o n a l l y  

i d e n t i f i e d   as   t h e   d e s i r e d   E.  c o l i   K12  H B 1 0 1 / p B S 9   and   E .  

c o l i   K12  H B 1 0 1 / p B S 1 0   t r a n s f o r m a n t s   by  r e s t r i c t i o n  

e n z y m e   a n d   g e l   e l e c t r o p h o r e t i c   a n a l y s i s   o f   t h e   c o n s t i t u -  

t i v e   p l a s m i d s .  

R e p r e s e n t a t i v e   p l a s m i d s   and   t r a n s f o r m a n t s  

t h a t   c a n   be   c o n s t r u c t e d   a c c o r d i n g   to   t h e   f o r e g o i n g  

t e a c h i n g   a r e   r e s p e c t i v e l y   s h o w n   i n   T a b l e s   I  and   I I  

b e l o w .   F o r   p u r p o s e s   o f   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n ,   t h e   p B S  

p l a s m i d s   n a m e d   i n   T a b l e   1  a l s o   i n c l u d e   any   i n s e r t i o n a l  

i s o m e r s   r e s u l t i n g   f r o m   a  p a r t i c u l a r   c o n s t r u c t i o n .  









1.  A  m u l t i f u n c t i o n a l   r e c o m b i n a n t   DNA  c l o n i n g  

v e c t o r   c o m p r i s i n g :  

a)  two  o r   m o r e   f u n c t i o n a l l y   d i f f e r e n t   o r i g i n s  

of   r e p l i c a t i o n   t h a t   a r e   i n d e p e n d e n t l y   s e l e c t e d  

f r o m   t h e   g r o u p   c o n s i s t i n g   o f   any   o r i g i n   o f  

r e p l i c a t i o n   t h a t   i s   f u n c t i o n a l   in   S t r e p t o -  

m y c e s ,   any   o r i g i n   o f   r e p l i c a t i o n   t h a t   i s  

f u n c t i o n a l   in   B a c i l l u s ,   and   any  o r i g i n   o f  

r e p l i c a t i o n   t h a t   i s   f u n c t i o n a l   in   E.  c o l i ,  

a n d  

b)  one   o r   m o r e   DNA  s e g m e n t s   t h a t   c o n f e r   r e -  

s i s t a n c e   to   a t   l e a s t   one   a n t i b i o t i c   w h e n  

t r a n s f o r m e d   i n t o   a  s e n s i t i v e   h o s t   c e l l   i n  

w h i c h   an  o r i g i n   of   r e p l i c a t i o n   c o m p r i s i n g  

s a i d   v e c t o r   i s   f u n c t i o n a l ,   s a i d   h o s t   c e l l s  

b e i n g   s u s c e p t i b l e   t o   t r a n s f o r m a t i o n ,   c e l l  

d i v i s i o n ,   and  c u l t u r e ,  

s u b j e c t   to  t h e   l i m i t a t i o n   t h a t   when  s a i d   v e c t o r   i s  

l i m i t e d   to   two  f u n c t i o n a l l y   d i f f e r e n t   o r i g i n s   o f  

r e p l i c a t i o n ,   n e i t h e r   of   t h e   o r i g i n s   o f   r e p l i c a t i o n  

i s   f u n c t i o n a l   in   E.  c o l i .  

2.  The  v e c t o r   o f   c l a i m   1  w h e r e i n   t h e   o r i g i n s  

of   r e p l i c a t i o n   t h a t   a r e   f u n c t i o n a l   in   S t r e p t o m y c e s ,  

B a c i l l u s ,   and   E.  c o l i   a r e   r e s p e c t i v e l y   a  r e s t r i c t i o n  

f r a g m e n t   o f   p l a s m i d   p E L 1 0 3 ,   a  r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   o f  

p l a s m i d   p H I - 1 6 ,   and   a  r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   of   an  E .  

c o l i   p l a s m i d .  

3.  The  v e c t o r   of   c l a i m   1  or   2  w h e r e i n   t h e  

o r i g i n s   o f   r e p l i c a t i o n   in   t h e   v e c t o r   a r e   a  r e s t r i c t i o n  

f r a g m e n t   o f   p l a s m i d   pEL103   and   a  r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t  

of  p l a s m i d   p H I - 1 6 .  



4.  The  v e c t o r   of   c l a i m   2  or   3  w h e r e i n   t h e  

o r i g i n   of  r e p l i c a t i o n   c o n t a i n i n g   r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t  

of   p l a s m i d   pEL103  i s   t h e   ~ 2 . 8   kb  BamHI  f r a g m e n t .  

5.  The  v e c t o r   of   c l a i m   2  in   w h i c h   t h e   E .  

c o l i   p l a s m i d   i s   p l a s m i d   pBR322  or   p B R 3 2 8 .  

6.  The  v e c t o r   of   any  o f   c l a i m s   1  to   4 

w h e r e i n   t h e   ~ 1 . 6   kb  BamHI  r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   o f  

p l a s m i d   pLR2  c o n v e y s   r e s i s t a n c e   t o   t h i o s t r e p t o n .  

7.  The  v e c t o r   of  any   of   c l a i m s   1  t o   4 

w h e r e i n   t h e   ~ 3 . 4   kb  BamHI  r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   o f  

p l a s m i d   pLRl   c o n v e y s   r e s i s t a n c e   to   n e o m y c i n .  

8.  The  v e c t o r   of   any  of   c l a i m s   1  to   4 

w h e r e i n   t h e   ~ 4 . 6   kb  BamHI  r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   o f  

p l a s m i d  p H I - 1 6   c o n v e y s   r e s i s t a n c e   t o   c h l o r a m p h e n i c o l .  

9.  The  v e c t o r   of   any   of   c l a i m s   1  to   4 

w h e r e i n   t h e   ~ 3 . 9   kb  BamHI  r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   o f  

p l a s m i d   p H I - 1 8   c o n v e y s   r e s i s t a n c e   to   k a n a m y c i n .  

10 .   The  v e c t o r   of   any  of   c l a i m s   1  to   9 

w h i c h   i s   p l a s m i d   p B S l ,   pBS2 ,   pBS3 ,   p B S 4 ,   pBS5 ,   p B S 6 ,  

p B S 7 ,   pBS8 ,   pBS9 ,   p B S 1 0 ,   p B S l l ,   p B S 1 2 ,   p B S l 3 ,   p B S l 4 ,  

p B S l 5 ,   p B S l 6 ,   p B S l 7 ,   p B S 1 8 ,   p B S l 9 ,   p B S 2 0 ,   p B S 2 1 ,   p B S 2 2 ,  

p B S 2 3 ,   p B S 2 4 ,   p B S 2 5 ,   p B S 2 6 ,   p B S 2 7 ,   p B S 2 8 ,   p B S 2 9 ,   p B S 3 0 ,  

p B S 3 l ,   p B S 3 2 ,   p B S 3 3 ,   p B S 3 4 ,   p B S 3 5 ,   p B S 3 6 ,   p B S 3 7 ,   p B S 3 8 ,  

p B S 3 9 ,   p B S 4 0 ,   p B S 4 l ,   p B S 4 2 ,   p B S 4 3 ,   p B S 4 4 ,   p B S 4 5 ,   p B S 4 6 ,  

p B S 4 7 ,   p B S 4 8 ,   p B S 4 9 ,   p B S 5 0 ,   p B S 5 1 ,   p B S 5 2 ,   p B S 5 3 ,   p B S 5 4 ,  

p B S 5 5 ,   p B S 5 6 ,   p B S 5 7 ,   p B S 5 8 ,   p B S 5 9 ,   or   p B S 6 0 .  

11.   The  v e c t o r   of   c l a i m   10  w h i c h   i s   p l a s m i d  

p B S l ,   pBS2 ,   pBS3 ,   p B S 4 ,   pBS5 ,   p B S 6 ,   pBS7  or   p B S 8 .  

12.   The  v e c t o r   of  c l a i m   10  w h i c h   i s   p B S 9 ,  

p B S l O ,   pBS49  or   p B S 6 0 .  



13.   A  t r a n s f o r m e d   r e s t r i c t i o n l e s s   h o s t   c e l l  

c o m p r i s i n g   t h e   r e c o m b i n a n t   DNA  c l o n i n g   v e c t o r   o f   a n y  

of   c l a i m s   1  to   11  s u b j e c t   t o   t h e   l i m i t a t i o n   t h a t   s a i d  

h o s t   c e l l ,   p r i o r   to   t r a n s f o r m a t i o n ,   i s   s e n s i t i v e   to   a n  

a n t i b i o t i c   f o r   w h i c h   r e s i s t a n c e   i s   c o n f e r r e d   by  a  DNA 

s e g m e n t   c o m p r i s i n g   s a i d   v e c t o r ,   and  f u r t h e r   t h a t   a t  

l e a s t   o n e   o r i g i n   of   r e p l i c a t i o n   c o m p r i s i n g   s a i d   v e c t o r  

i s   f u n c t i o n a l   in   s a i d   h o s t   c e l l .  

14.  The  h o s t   c e l l   of   c l a i m   13  w h i c h   i s   a  

S t r e p t o m y c e s ,   p r e f e r a b l y   of   s p e c i e s   a m b o f a c i e n s ,  

c o e l i c o l o r  o r   f r a d i a e .  

15.   The  h o s t   c e l l   of   c l a i m   13  w h i c h   i s   a  

B a c i l l u s ,   p r e f e r a b l y   of   s p e c i e s   s u b t i l i s .  

-  16.   The  h o s t   c e l l   of   c l a i m   13  w h i c h   i s   a n  

E.  c o l i   c o m p r i s i n g   p l a s m i d   p B S 9 ,   pBS49  o r   p B S 6 0 .  

17.   The  h o s t   c e l l   o f   c l a i m   16  w h i c h   i s   E .  

c o l i   K12  H B 1 0 1 / p B S 9 .  

18.   A  p r o c e s s   f o r   p r e p a r i n g   a  m u l t i f u n c t i o n a l  

r e c o m b i n a n t   c l o n i n g   v e c t o r   w h i c h   c o m p r i s e s   l i g a t i n g   a t  

l e a s t   two  o f  

1)  a  r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   c o m p r i s i n g   an  o r i g i n  

of   r e p l i c a t i o n   f u n c t i o n a l   i n   S t r e p t o m y c e s  

and   one  o r   m o r e   DNA  s e g m e n t s   t h a t   c o n f e r  

r e s i s t a n c e   to   a t   l e a s t   one   a n t i b i o t i c   w h e n  

t r a n s f o r m e d   i n t o   S t r e p t o m y c e s ,  

2)  a  r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   c o m p r i s i n g   an  o r i g i n  

of   r e p l i c a t i o n   f u n c t i o n a l   in   B a c i l l u s   a n d  

one   or  more   DNA  s e g m e n t s   t h a t   c o n f e r   r e s i s t a n c e  

to   a t   l e a s t   one   a n t i b i o t i c   when   t r a n s f o r m e d  

i n t o   B a c i l l u s  



3)  a  r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   c o m p r i s i n g   a n  

-  o r i g i n   of   r e p l i c a t i o n   f u n c t i o n a l   i n   E .  

c o l i   and   one   or   more   DNA  s e g m e n t s   t h a t   c o n f e r  

r e s i s t a n c e   to   a t   l e a s t   one   a n t i b i o t i c   w h e n  

t r a n s f o r m e d   i n t o   E.  c o l i  

s u b j e c t   to   t h e   l i m i t a t i o n   t h a t   when  s a i d   v e c t o r   i s  

l i m i t e d   to   two  f u n c t i o n a l l y   d i f f e r e n t   o r i g i n s   o f  

r e p l i c a t i o n ,   n e i t h e r   of   t h e   o r i g i n s   of   r e p l i c a t i o n  

i s   f u n c t i o n a l   in   E.  c o l i .  

19 .   The  p r o c e s s   of  c l a i m   18  f o r   p r e p a r i n g  

a  c l o n i n g   v e c t o r   f u n c t i o n a l   in   S t r e p t o m y c e s ,   B a c i l l u s  

and   E.  c o l i   w h e r e i n   t h e   o r i g i n s   of   r e p l i c a t i o n   in   t h e  

v e c t o r   a r e   a  r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   of   p l a s m i d   p E L 1 0 3 ,  

a  r e s t r i c t i o n   f r a g m e n t   of   p l a s m i d   p H I 1 6 ,   and   a  r e -  

s t r i c t i o n   f r a g m e n t   of   p l a s m i d   p B R 3 2 2 .  

20.   A  r e c o m b i n a n t   DNA  c l o n i n g   v e c t o r   w h i c h  

i s   p l a s m i d   p H I l 6   or   p H I 1 8 .  

21.   A  p r o c e s s   f o r   i s o l a t i n g   p l a s m i d   p H I l 6  

w h i c h   c o m p r i s e s   l y s i n g   t h e   c e l l s   of  a  c u l t u r e   o f  

B a c i l l u s   s u b t i l i s   M I l 1 2 / p H I 1 6   and  s e p a r a t i n g   p l a s m i d  

f r o m   t h e   l y s a t e .  

22 .   The  p r o c e s s   of   c l a i m   21  in   w h i c h   t h e  

c e l l s   a r e   t r e a t e d   w i t h   l y s o z y m e   and  t h e   p l a s m i d   i s  

s e p a r a t e d   by  c e n t r i f u g a t i o n .  

23.   A  p r o c e s s   f o r   p r e p a r i n g   p l a s m i d   p H I l 8  

w h i c h   c o m p r i s e s   s e l f   l i g a t i n g   a  p a r t i a l   H p a I I   d i g e s t  

of   p l a s m i d   p H I 1 6 .  
































	bibliography
	description
	claims
	drawings

